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Editorial

“ Ose réver. Ose essayer. Ose te tromper. Ose avoir du succes. Vas-y. Je te lance un défi !
G. Kingsley Ward (Letters of a businessman to his son).

Voila Monsieur Kingsley, on a révé d'une revue ; on a fondé la revue. Nous nous efforgons
d'avoir le succés escompté.

Maintenant, 10 ans apres, on se lance le défi de la maintenir parmi la multitude de revues qui
existent et la prolifération des nouvelles publications, notamment grace a la possibilité de publier
uniquement en format électronique, et a la montée du mouvement du libre acces, chose qui n'est pas
facile.

Mais, notre université, les membres de la rédaction de la revue avec la précieuse et immuable
collaboration de nos reviewers, tous et toutes bénévol(e)s, avons la volonté nécessaire pour le faire.

Pour faire le bilan :

e 581 articles en tout, dont 113 rejets, soit un taux de 19,44%, ce qui refléte le sérieux et la
qualité des évaluations ;

e 30% des Articles provenant a ce jour de 11 pays ;

e 879 référé(e)s de 20 pays, dont 50% sont des étrangers et 90% d'eux est de rang professorale
ou de maitre de recherche.

Et Non M. Kingsley, on ne s'est pas trompé, la "Revue Nature et Technologie™ est toujours
présente bien que le défi le soit aussi et de tous les jours.

En fin, ont rend hommage au feu Pr. Mohammed QARRO, co-auteur de l'article intitulé
"La mise en culture des terres de parcours : Quantification d’'une menace a la durabilité des
écosystemes forestiers du Moyen Atlas Central (cas de la province d’Ifrane, Maroc) » qui s'est éteint
quelques temps avant publication de ce numéro et dont l'auteure correspondante Mme. HAMZAOQUI
Imane nous a fait part.

Vos commentaires nous intéressent. Faites-nous part.

Pr. Bensaid BOULEBACHE.

Editeur en chef de la revue.
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Quantification urban heat island (UHI) using the local climate zone
classification (LCZ): A case study in Constantine

Dounia KHELLAF* and Saliha ABDOU

Laboratory “ABE” (bioclimatic architecture and environment), University of Salah Boubnider, Constantine 3, Algeria.

Abstract

The number of issues assigned to the risks of urban warming has highlighted the extremely problematic nature of this phenomenon
that affects the local climate characteristics of urban areas. In this context, city planners are strongly solicited to consider climatic
information in their process of design. The use of classification schemes, such as Local Climate Zone (LCZ) is adapted for this type of
application. This contribution aims, through the use of the newly developed climate scheme -called LCZ -, to give a better understanding
and more objective assessment of the atmospheric Urban Heat Island (UHI) phenomenon in Constantine (Algeria). The three-step
procedure of LCZ workflow has been followed in the case study area, to classify the landscape into fragments that are homogeneous in
terms of urban characteristics and thermal features. Urban form parameters have been calculated so as to build LCZ types in the study
Area. Two measurement campaigns were carried out using fixed stations; to investigate screen-height air temperature distribution inside
two LCZ (LCZ5 “’open mid-rise’’, LCZ2 ’compact mid-rise). Results showed that air temperature intensity has mainly demonstrated a

small daily gap and higher night-time amplitude in urbanized LCZ types.

Keywords: Constantine; Local Climate Zone (LCZ); Urban Climate/Urban Heat Island (UHI)

1. Introduction:

Cities represent the most significant human
environment, both in terms of the physical artefacts and
socioeconomic activities associated with the processes of
urbanization [1]. The physical presence of cities has a
direct corollary of local disturbances in all types of
exchanges (radiative, thermal, aerodynamic...) between
the surface of the ground and the atmosphere, generating
a specifically urban climate. Urban areas modify their
climate [2]; these maodifications include increasing
temperature, changing wind speed, cloud cover and solar
irradiances [3]. The iconic manifestation of the altered
urban climate is the positive thermal anomalies
associated with urban air temperature. This feature has
received widespread attention in the environmental
science, used to reflect microclimatic changes in urban
zones, broadly recognized as Urban Heat Island (UHI).

The concept of UHI describes the excess warmth of
the urban atmosphere compared to the rural surroundings
[4]; it is best visualized as a dome of stagnant warm air
over the heavily built-up areas of the city [5].

Conventionally, UHI intensity is interpreted and
expressed on the basis of synchronous screen-height air
temperature values differences between samples stations
representing urban and rural areas.

The physical explanation of the existence of the
thermal gap is given by the difference in surface energy
budget between urban and rural areas. Four urban surface
parameters have been reported in the literature [6,7] as
determined in the genesis of UHI: urban morphology,
urban coverage, urban materials and urban metabolism.
However, the role played by particular factors vary from
city to city, with respect to differences in geographical
location, overall size, number of inhabitants and more
[8].

This anomaly has several practical effects (positive
or negative) depends on the city's macroclimate. In
relatively cold climates or seasons, heat islands convey
many benefits to energy savings in buildings, outdoor
thermal comfort of citizens, road maintenance and more.
On the other hand, in hot cities or hot season, urban
context is a critical scale owing to significant
environmental, energetic and sanitary implication such

This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution License CC-BY, which permits
EY unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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as public health, energy consumption and outdoor air
quality. The number of problems allocated to the risks of
urban heat island has highlighted the extremely
problematic nature of this anomaly that affects the
specific climate of cities. That is why it is necessary
today, to increase our knowledge about the subject, to
provide solutions that will reduce their harmful effects.

In the literature of urban climate, theoretical and
experimental studies of UHI are very abundant [9].

Observational data (in-situ ground-based, fixed or
mobile) has been widely applied and recognized as an
effective data source to investigating this phenomenon
[10]. Through time, however, methodologists have
raised concerns about the authenticity with which this
data (UHI information) have been gathered and reported
[11].

The conventional approach that evaluates the UHI by
comparing urban with rural observations has been
dissected by several researchers [12-14], who have
highlighted significant gaps in the existing theoretical
aspects. The root of these gaps is argued to urban
climatology’s longstanding paradigm for space
classification, the Urban (U) —Rural (R) dichotomy [13].
The use of these simplistic descriptors (U-R) has given
researchers a simple framework to separate the effects of
the city and country on local climate [7].

I.D. Stewart in a systematic review and scientific
critique of our background research of observational UHI
[11], evaluated a sample of 190 studies between 1950
and 2007, based on criteria of experimental design and
communication. The study is concluded with
discouraging outlook as the majority of the published
UHI magnitude are not scientifically defensible.
Weaknesses identified include a lack of experimental
control, inappropriate choice of sites, definition of UHI
magnitude is not given, inadequate exposure of sensors,
failure to adequately document the sites. From these
problems arose the need for a protocol that makes heat
island observation more credible and reliable. For this
reason, scientists have developed landscape
classification in order to study the relationship between
urban fabric and local climate. In the state of art, we
count as referent the systems of Auer [15], Ellefsen [16],
Davenport [17]. But it is Tim Oke [6] who has advanced
towards a universal system; the urban climate zone

! http://www.wudapt.org/

(UCZ), which has been adopted by the World
Meteorological Organization (WMOQO). Currently,
Stewart and Oke over these systems to create a more
detailed and more universal method called “Local
Climate Zone (LCZ2)” [7].

A Local Climate Zone is defined as an area with a
minimum diameter of 400 m which demonstrates both
uniform features in terms of urban morphology, land use,
urban material and urban metabolism and a characteristic
screen-height temperature regime under calm and clear
sky [7]. LCZ classification has 17 categories; all are
presented in a clear and standardized format "Datasheet",
based on quantitative and qualitative descriptions [7].
Each LCZ has a unique climatic behavior [18], from
which is derived a standardized definition of the UHI
magnitude that is expressed more objectively by
comparing inter-zone thermal reactions. The LCZ
scheme provides a research base for UHI studies and
standardizes  worldwide  discussions of  urban
temperature observations.

The LCZ system was initially designed for
establishing a common protocol for observational studies
of urban temperature, in order to standardize their
exchange at the global level. For this, the method is being
validated in different cities around the world, Onitsha
(Nigeria) [19], Dublin (Ireland) [1], Kochi (India) [20],
Nancy (France) [18] and Singapore [21]. The protocol is
adapted to other problems. It is an applicable tool in
urban spatial mapping [22,23]. It can also support
simulation studies [24,25], providing an urban database,
for the development and application of numerical
models. This scheme provides a foundation for the
development and installation of urban meteorological
station networks [26,27]. Recently, the local climate
zone framework has been proposed in support of the
World Urban Database and Access Portal Tools
(WUDAPT)! initiative.

Urbanization in Algeria has been rapid since the
independence (1962s). According to the latest census, it
has been found that urbanization rate reached 63% in
2008 and this number will likely rise to 80% by 2025.

The spectacular urbanization process, often poorly or
not at all controlled, have generated complex issues and
made urban management extremely difficult. It has
significantly changed the morphology and local climate
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conditions in urban area. A serial of environmental
problems, especially the increase in temperature, is
seriously affecting on life of urban residents. The average
temperature increase in Algeria is of the order of 1°C to
2°C, with a decline of 12% of rainfall between 1990 and
2005 (National Organization of Meteorology - ONM)?,
Because of this, it is important to understand the urban
morphology and its impact on the local thermal
environment.

The present study aims to apply the newly developed
LCZ classification scheme in Constantine (In the east of
Algeria), in order to quantify the intra-urban air
temperature variations across test field site, under typical
summer weather. This system has been tested all over
the world, especially in developed countries. The idea
behind this work is to adopt this approach in a developing
country, with all its problems of urban planning and
environment.

2. Materials and Methods

2.1. Site description

Constantine, with a total area of about 1 297.2 Kmgz,
is located in the North-Eastern part of Algeria, between
36°17°N of latitude and 6°37°E of longitude (Figurel).
The site is characterized by an exceptionally rugged
soil, marked by juxtapositions of high plain and hills,
where the elevation ranges from sea level to over 694
meters. Constantine has a semi-arid climate marked by
a long period of summer drought, ranges from 5 to 6
months. According to ONM, the relevant annual
averages for the climatological period (1980-2014) are
as follows: air temperature is 34.5°C in July and 2.7°C
in January; relative humidity is 67.17% and
precipitation is 517.08 mm.

As one of the fastest growing cities in Algeria,
Constantine is a populous city with about 939 000
inhabitants (based on 2008 national census)®. It has
undergone rapid urbanization and changes in its
physical landscape over the last 50 years, resulting in
serious urban environmental problems including the
tendency of raising average temperature.

According to meteorological data from ONM, the
mean annual air temperature of Constantine has been
rising since 1972.

Constantine city
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Figure 1. Localization of the area under study.

2 https://www.meteo.dz/

3 https://www.ons.dz/spip.php?rubrique43
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2.2. Study design

In this research, the process adopted into LCZ
building was developed and tested in the area presented
in figure 1. It was based on the guideline developed by
Stewart and Oke [7].

e Step 01: Collect site metadata

Metadata refers to the state of the urban context
around a particular measurement site. Of the sample of
literature reviews [11], three quarters of it failed to
provide sufficient metadata to describe site conditions
(gives only qualitative description). This makes it
difficult to interpret this anomaly reliably. To filing this
gap, LCZ inventors provide ten measurable physical
parameters that have been reported in the literature as
determining in the genesis of UHI (Table 1).

As part of this work, seven out of ten parameters
(related to urban form: SVF, AR, BSF, ISF, PSF, H, Z0)
are used to construct LCZs. The three parameters related
to urban function (Surface albedo, admittance and
anthropogenic heat) were not determined due to the lack
of input data for urban materials and anthropogenic
activities.

Table 1
Zone properties of LCZ system [7]

Type of properties

Thermal, radiative,

Geometric, surface cover .
metabolic

Sky view factor (SVF) Surface admittance
Aspect ratio (AR)

Building surface fraction (BSF)

Surface albedo
Anthropogenic heat flux
Impervious surface fraction (ISF)

Pervious surface fraction (PSF)

Height of roughness elements (H)

Terrain roughness class (Z0)

Researches have demonstrated the possibility of
constructing LCZs using only the seven selected
indicators [18,20]. To collect metadata, several methods
have been proposed in the literature, including
approaches using remote sensing data [28] and GIS
methods [29,30].

In response to the lack of sufficiently detailed spatial
data and the lack of basic information in the case of this

work, alternative sources were used, including satellite
images, topographic maps, published tables of values'
properties, field visits.

e Step 02: Define the thermal Source area:

The second step is to choose - for each LCZ - the
appropriate site for the installation of weather stations,
which are used to determine the thermal effects of
surface properties. The source area represents the field
of view of the sensor; its dimensions are difficult to
specify, but approximately, its diameter does not exceed
a few hundred meters for temperature measurements at
2 m height [6].

Researchers used circles with different spatial
resolution: 500 m, 250 m, 200 m, 100 m [6,19,21,22].
Oke and Stewart [7] argued that it has 100 m radius for
densely built-up areas and 200 m radius for open lands
areas. As part of this work, the calculation of the seven
quantitative indicators selected in the previous step is
carried out in a diameter of 200 m around the
installation point of the thermal sensor. Source areas
have been built according to the requirements addressed
by Lecomte et al. [18] and Stewart and Oke [31].

e Step 03: Select the Local Climate Zone:

The final step is to find a correlation between the
values of the surface parameters observed in each urban
site (previous step) and the metadata of the LCZ types,
proposed in the guideline, presented in form of data
sheet. Intervals suggested represent, according to
F. Leconte [32], the approximate limits within which
the values of the collected urban indicators are included.

The purpose of this step is to select the appropriate
LCZ category, which best fits the measurement site
under study, among the seventeen LCZ proposed in the
classification system (Figure 2).

The production of the LCZ map of the field study
was based on theoretical segmentation of the area.
According to the LCZ framework, type of landscape
(building or plant), height of objects and density of
objects are the three aspects for logical division [33].
Thus, three information layers were produced, each
representing a classified map of the study area in one of
the preceding criteria. The LCZs are obtained by the
superposition of the three layers.




KHELLAF D.and ABDOUS. 5

LCzZ 1

Lcz2

Compact midrise

LCzZ3
Compact lowrise

LCZ 4
Open highrise

LCZ5
Open midrise

LCZ6
Open lowrise

Lczz7

— 7 LCZ 8
Large lowrise

& Aohs LCZY

o
A AR & -
o Ve Sparsely built
bl 4 ez
& Heavy industry

Compact highrise

Lightweight lowrise

ARSI LczA

e
g Ghai Dense trees
ISR
4 3w 4 Lozs
FTRAW g Scattered trees
w W e

g toey Lczc
.-
Bush, scrub

Lczo
Low plants

LCZE
Bare rock or paved|

LCZF
Bare soil or sand

LCZG
Water

Variable Land Cover Properties
b  bare trees
§  snow cover
d  dry ground
w  wet ground

Figure 2. Local climate zone scheme. Source: [7]

2.3. Protocol measurement to quantify UHI
(Fixed Recording Stations):

Meteorological data has traditionally been carried out
via in-situ approach, using fixed or mobile weather
stations. D. Stewart highlights the importance of time
control during UHI measurement, to avoid confusion
between urban-induced heat islands and time-induced
heat islands [11]. For this reason, we chose the fixed
measurement approach that, unlike the mobile methods,
allows to measure temperatures synchronously. Our
experimental proposes to carry out in-situ monitoring in
two local climatic zones: LCZ, and LCZs, in order to
study and compare the climatic characteristics of these
environments. The two source areas, as well as the
coordinates of the observational points, are shown in
figures 3 and 4.

e The First point: LCZ, “compact mid-rise”: Lat:
36°21'44.33"N, Long: 6°36'22.44"E
e The second point: LCZs “Open mid-rise”: Lat:
36°20'36.09"N, Long: 6°36'8.99"E

Temperature, relative humidity and wind speed of the
two sample locations were measured using manual
weather station LM-8000 with an accuracy of + 0.2°C.
Before the measurement, the equipment used (fixed
stations) benefited from the same conditions in terms of
temperature and relative humidity (put in the same room
away from light for days) in order to decrease the margin
of errors on the site. The recommendations for the
installation of measuring instruments proposed in the
protocol of T. Oke [6] were also followed:

e Measurements were taken at a standard height of 1.5
meters above ground,;

o Wetook care to ensure that each station was naturally
ventilated and was not excessively sheltered by
obstacles;

e Stations are placed away from walls of buildings
(>1m) and trees likely to distort the measure (not
influenced by drafts and shadows).

Data acquisition took place over a 3-day period in
August 2016 (hot and sunny summer days). For reasons
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of security, measurement period was from 7 am to 12 pm,
realized simultaneously at both sites, set at a recording
interval of one hour.

Figure 4. (a) Airborne view of LCZs; (b) Street view in LCZs

2.4. Measurement conditions

Our measurements have been performed under
standardized meteorological conditions described in
[6,18,22] as follows: calm and light winds, clear sky in
the hours preceding the monitoring, no significant
precipitation on the days of measurement and in the
previous 24 hours.

The climatic context in which the measures are taken
is: an average air temperature of 35.1°C; a relative
humidity of 40.8%; wind speed is less than 6 m/s at 10 m
high. Also; the topography of Constantine has been taken
into account. The difference in altitude between the two
monitoring points is in the range of 30 to 40 m. This
altitude does not lead to any significant change in air
temperature measurements [18,31].

3. Results and discussion

Using the classification procedure described above,
we compiled a spatial distribution maps of LCZ sample
sites for the selected study area figure 5. The cartography
allows to characterizing representative samples of the
main urban forms found in the investigated site. Only
nine of LCZ (over the seventeen existing classes of LCZ)
have been distinguished, seven of which belong to build
types, while two LCZ belong to the land-cover types.

The survey of the existing LCZ typologies relevant
for the area under study showed that the historical core
and its narrow environment form “Compact”" areas of
medium height. The “Open set” is the most frequent type
of development in the rest of the region of interest (low
to medium height). Given the chosen site (urbanized),
undeveloped areas are minimal. In addition to LCZg type
characterized by scattered trees, there are still landscapes
representing by bare soil (LCZg).
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Figure 5- LCZs map of the study area (circles correspond to the LCZs where we have deepened our study).

The urban fragments that do not meet the
classification scheme requirements are not retained in
our study, either because they represent a mixture of
landscapes and local specificities  (important
heterogeneity), defined as “Not identified”, or because
they have a small area. According to Stewart and Oke
each LCZ must have a minimum diameter of 400 to
1000 m [7].

Seeking to validate whether the LCZ classes
addressed to each urban fragment - the previous phase -
are adequately selected, a calculation of the seven urban
indicators related to urban morphology and land cover,
at the source area of each class, is operated. Table 2
summarizes metadata for urban LCZ retained in our
study.
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Table 2
Metadata descriptions of the five LCZs retained in this study.

LCZ Description Aerial View (Google

Physical indicators

Earth)
SVF: 0.22
AR: >3
H: 22.8m
R class: 7
LCZ, BSF:  48.87%
Compact mid-rise ISF:  48.52%
PSF: 2.61%
SVF: 0.18
AR: > 2
LCZas3 H: 12.58m
Compact mid/low-rise R class: 7
BSF: 67.31%
ISF: 29.94%
PSF: 02.75%
SVF: 0.59
AR: 0.54
LCZs H: 15.35m
Open Mid-rise R class: 7
BSF: 19.45%
ISF: 49.28%
PSF: 31.26%
SVF: 0.74
AR: 0.68
LCz, H: 7.5m
Open low-rise R class: 5
BSF: 31.36%
ISF: 20.65%
PSF: 47.99%
SVF: 0.63
AR:
0.34 H:
LCZg 7.58m
Large low-rise R class: 6
BSF: 31.73%
ISF: 52.15%
PSF: 16.11%
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These values are compared with intervals suggested
in the framework. Urban indicators values of three LCZ
are presented in figure 6 to 8.
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Figure 6. (a). Airborne view of LCZ, ; (b) Street view in LCZ, ; (c) Indicators values for the LCZ,
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Figure 7. (a). Airborne view of LCZs (b) Street view in LCZs (c) Indicators values for the LCZs
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Fig-8. (a). Airborne view of LCZg (b) Street view in LCZg (c) Indicators values for the LCZs

The class LCZ2 “Compact Mid-rise” represents the
dense urban environment found in the old town center
(Coudiat, Saint-Jean). Quantitative values of urban land
cover are within the original recommended boundaries.
In terms of urban morphology, two (height, roughness
class) of the four parameters agree with the proposed
values, while intervals suggested in the guideline for the
aspect ratio were too reductive for this LCZ. Moreover,

the spatial entity of dense urban fabric that covers
"Medina of Constantine" is on the edge between two
types (hybrid buildings of low to medium height). The
calculation of physical indicators does not allow to
determinate an LCZ type. In terms of land cover, the
observed properties correspond to a compact low-rise
LCZ3, while the morphology values are of the “Mid-rise
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LCZ2” type. For this purpose, this sample is considered
as LCZz2/3.

In the previous cases, Sky View Factor (SVF) and
aspect ratio (AR) values are outside the suggested
intervals. Both indicators (SVF, AR) are strongly
depending on urban configuration and urban
composition.

It should be noted that the rang of different
parameters values proposed by Stewart and Oke [7],
were based on results of their work in three
representative cities of Europe, North America and Asia.
It may not be adequate to describe the land features of
cities in Algeria (a developing country) which represent
a heterogeneous profile with different urban structures
and forms. This statement is found in Nigeria [19],
China [34] and Barranquilla* [35]. Thus, the calculation
of indicators corresponds to the average over the whole
area, including the hearts of islands, square and more
[18]. In this study, given the lack of data, the work was
done at the level of canyons only (patios are not taken
into consideration).

The LCZS class “Open mid-rise” is characterized by
open arrangement of mid-rise residential buildings (3-9
stories). The LCZ6 category “Open low-rise” is
dominated by residential neighborhoods of single-story
houses with 1 to 3 levels. The Large Low-rise class
(LCZ8) has been selected at the industrial zone. In line
with its activities (tertiary, light industry), it has large
low buildings with a considerable footprint (warehouse,
factories). The only sample of land cover type selected
in this study represents natural landscape “bare land”
(LCZF).

In these last four classes, the observed data
(definitions, illustrations and physical properties) match
perfectly with the metadata of the corresponding types

* The capital district of Atlantico Department in Colombia

suggested in the classification scheme. In general, the
results found in the study area show an acceptable
correspondence between the theoretical reference values
proposed in the framework and those found in reality.

3.1. Field observations

Stewart et al. [36] have argued that one of the
advantages of the LCZ scheme is that each class has a
unique thermal behaviour that would establish in
advance the possibility of an UHI, between urban and
rural areas, as well as thermal variations between urban
areas. Thermal differentiation of LCZs varies with the
degree of structural and material separation between
zones [31]. Hypothetically, classes must demonstrate
thermal gradient from the most compact to the most
open.

The greatest intensity of temperature would develop
at the level of the city center dominated by compact
types (LCZ2, LCZ2/3), explained by the high rate of soil
waterproofing (> 97%) and the height of buildings. In
second place are open urban fragments: (LCZ5) open
mid-rise followed by (LCZ6) open low-rise and (LCZ8)
large low-rise class. The natural zone LCZF would have
a behaviour favourable to the formation of a coolness
island. This possible nocturnal UHI has been checked by
making field observations.

Data acquisition took place over a 3-day period. In
this paper, we presented one typical measurement day.
The Hourly profiles of screen height air temperature
through two LCZs in summer are shown in the figure 9,
in which, the x-axis shows the hours of measurement
and the Y-axis shows the average air temperature of
each LCZ type.
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Figure 9. Screen-air temperature measured within LCZ, and LCZs

Profiles show that:

e During the day, air temperature T values recorded
within the two fragments have a very similar tendency.
The results indicate a range of difference with a small
gap (0.5 to 0.9°C). The LCZ2 “compact Mid-rise”
shows temperature values slightly lower than those
observed within LCZ5 “Open Mid-rise”. This
magnitude is attributing to the fact that solar radiation
penetration in the LCZ5 is higher. In open mid-rise area,
the buildings are not smaller than the compact mid-rise
area, but the dominant range of the SVF decreased
significantly.

The relationship between LCZ air temperatures

derived here corresponds well with recent work done in
cities elsewhere. Observational results in Uppsala [31],
confirmed that AT LCZ5 - LCZ2 is less than 0.8°C.
Leconte et al. [18] found temperature difference of
approximately 0.4°C in Nancy. These results are in line
with T. Oke [37] observation that suggests that diurnal
air temperature magnitudes within an agglomeration are
small.
e During the night, when there was no direct solar
radiation in urban areas, the air temperature results tend
to reverse. The Tair values observed in LCZ2 are higher
than those of the open zone with maximum deviation of
1.6°C after three to four hours of sunset (22h).

This is attributed to the surface characteristics of the
two zones that are highly different (materials and
morphology), which causes a difference in the cooling
rate. Radiative losses are developed in the open area due

to the high SVF values, thus reducing the air
temperature. In opposition, radiative trapping at the
canyons of the compact zone considerably reduces the
rate of cooling. In view of the conceptual typology of
UHI proposed in [38], the temperature difference
obtained in this study (1.6°C) is below the limit
proposed by the researcher (2 to 5°C), moreover, it
shows similarities with that obtained in Nancy by [18]
(1.31t0 1.8°C). Leconte et al. [18] argued that the size of
the agglomeration and the number of population
different of VVancouver, Uppsala and Nagano, could be
a justification for this difference. Alexander et al. [1]
highlighted that comparison with other studies should be
interpreted with caution in light of the differences in
instrumentation, study period, sitting and background
climate. In each study, the micro and local scale differ
in term of surface cover, surface relief, built structure,
thermometer exposure and thermometer accuracy at the
measurement sites.

4. Conclusions

This paper discusses the quantification of UHI
magnitude of Constantine during the summer season. To
that purpose, LCZ workflow has been applied in a small
sample of the city. An LCZ cartography has been built
allows for the construction of 12 class. Urban physical
parameters have been calculated within a selection of 6
LCZ. Results show a good correlation with the LCZ
scheme categories.
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LCZ can be used to make a reasonable suggestion
about thermal behaviour in fragments where there are no
observations. A hypothetical scenario of a possible
nocturnal UHI has been advanced. Analysis of spatial air
temperature distribution inside the two LCZ reveals that
maximum intensity was seen in compact mid-rise zones
which cover the central part of the city.

Some limitations have been assigned to the
application of LCZ methodology in Constantine:

1. Methods used to define the LCZs contours, which
was based on the author's visual estimation, poses
problems especially in the case of our cities with their
heterogeneous profile.

2. The determination of most urban indicators is a
difficult and time-consuming task, especially in the
absence of information and an urban database.
Calculation methods used such as manual estimation
could be associated with uncertainties.
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Résumé

Lors d’une épidémie/pandémie causée par un virus inconnu comme le SRAS-CoV-2, agent responsable du COVID-19, les praticiens
de la santé ne peuvent pas prédire le comportement du virus et donc 1’évolution de la maladie. Ils ne peuvent pas aussi prédire la réaction
des patients face aux différents traitements. Dans cet article on propose une architecture d’un systeme distribué de prédiction de
I’évolution de la maladie et des réactions des patients pour les traitements, et ce en exploitant les données temps réel de patients atteints
du méme virus de partout dans le monde. Le systéme utilise une classification des patients basée sur les données géographiques et les
questions dites « Patient, Intervention, Comparison, Outcome/s » (PICO). Il s’ inspire des systémes de téléchargement peer-to-peer pour
le partage des informations et utilise un modéle sémantique pour la sauvegarde et la comparaison des questions cliniques. Le systéme
propose aussi de générer des auto-tests personnalisés qu’on peut mettre a la disposition de la population pour diminuer la panique causée
par I’épidémie. Un Le fonctionnement du systéeme est illustré par un exemple d’un patient atteint du COVID-19.

Mots-clés : Aide a la décision médicale ; Classification ; COVID-19 ; Epidémie ; Peer-to-peer ; Question PICO.

Abstract

During an epidemic/pandemic caused by an unknown virus such as SRAS-CoV-2, the aetiological agent of COVID-19, health
practitioners cannot predict the behavior of the virus and therefore the course of the disease. They also cannot predict how patients will
react to different treatments. In this paper, authors propose a distributed system’s architecture for predicting the course of the disease
and patient reactions for treatments, using real-time data of patients with the same disease from all over the world. The system uses
geographic and the “Patient, Intervention, Comparison, Outcome/s” (PICO) questions classification of patients. It shares information
with inspiration from peer-to-peer download model and uses a semantic model to save and compare clinical questions. The system also
proposes to generate personalized self-tests that can be made available to the population to reduce the panic caused by the epidemic. The
operation of the system is illustrated by an example of a patient with COVID-19.

Keywords: Clinical decision support; Classification; COVID-19; Epidemic; Peer-to-peer; PICO question.

1. Introduction

L'épidémie est une propagation rapide et étendue de
maladies infectieuses menagant de nombreuses vies
humaines et engendrant des dommages économiques [1].

Quand ces épidémies concernent des virus inconnus,
la prédiction du comportement du virus devient une tache
difficile. Une solution pour anticiper les actions et prédire
les symptomes et les réactions aux différents traitements,
est d’utiliser les données d’autres patients qui sont plus
avanceés dans la maladie. Dans cet article on propose une

architecture d’un systéme d’aide a la décision médicale
en temps réel qui s’inspire des systemes de
téléchargement peer-to-peer (P2P). « Epidemic Peer-to-
Peer Support System » (EP2PSS) est un systéeme de
partage de décisions et de données par les praticiens de la
santé en période d’épidémie/pandémie par des virus dont
le comportement est inconnu comme c’est le cas du
COVID-19. Le manuscrit décrit d’une fagon détaillée, la
méthode de classification des patients en utilisant les
données géographiques et la question clinique PICO,
I’utilisation d’un modéle sémantique pour la sauvegarde

Ceci est un document en libre accés selon les termes de Creative Commons Attribution License CC-BY, ce qui permet de
BY le partager, copier, reproduire, distribuer, communiquer, réutiliser ou de 1’adapter avec 1’obligation de créditer son auteur.
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et la comparaison de ces questions et le principe de
partage de données exploitant la métaphore peer-to-peer.

On décrit aussi comment le systéme propose
automatiquement des auto-tests personnalisés a partir des
données P de la question PICO, ce qui permet d’apaiser
le stress de la population et de diminuer les fausses alertes
laissant ainsi la place aux cas sérieux nécessitant une prise
en charge réelle.

Dans ce qui suit on propose une bréve présentation des
questions PICO (Section 2), une présentation de
I’architecture EP2PSS (Section 3), et on termine par une
conclusion.

2. Questions PICO

« Evidence-Based Medicine » (EBM), ou médecine
basée sur les faits, est le processus de recherche,
d’évaluation et d’utilisation des résultats de recherche
comme base des décisions cliniques [2]. Sackett et
Rosenberg [3] divisent ce processus en 5 étapes :

o Formuler une question clinique claire et précise ;

o Rechercher les preuves ;

o Evaluer la validité des sources de preuves ;

o Intégrer les preuves trouvées dans la pratique
clinique ;

o Evaluer la pratique.

Dans ce travail on utilise le concept de question
clinique, qui est la premiere et la plus importante étape de
I’EBM, pour classifier les patients.

Formuler la question clinique consiste a convertir un
probleme clinique en une question claire, précise et a
laquelle on peut répondre [4]. Pour réussir a en formuler
une qui vérifie les criteres cités plus haut, Sackett et al.
[5] proposent de la décomposer en 4 éléments :

o Les caractéristiques du probleme du patient ou de la
population ;

e [’Intervention proposée ;

e Les interventions Comparées a celle proposée ;

e L’issue clinique (Outcome/s).

Cette méthode fournit un cadre conceptuel pour une
recherche efficace [6].

3. Architecture du systéme EP2PSS

EP2PSS est un systeme qui emprunte la notion du
peer-to-peer,  utilisée dans les systéemes de

téléchargement, pour I’exploiter dans des systeémes
d’assistance électronique dans les périodes d’épidémie.
Le systeme propose de classifier les patients en
groupes. Cette division est basée sur la zone géographique
puisqu’il peut exister, pour le méme virus, des souches
différentes qui se manifestent différemment comme ¢’est
le cas du SRAS-CoV-2, virus responsable du COVID-19.
Généralement les zones géographiques proches sont
concernées par la méme souche, ce qui a ammené des
chercheurs, tel Kumar R. et al. [7], Merad B. et Belkadi
K. [8] ainsi que Lohmann et al., a étudié les différentes
souches du virus SRAS-CoV-2 classées par zones. Kumar
et al. [7] ont étudié 95 souches, chacune d’elles liée a une
zone géographique donnée. Les questions PICO des
patients sont aussi utilisées pour cette classification.
Dans les systemes de téléchargement P2P, une partie
téléchargée d’un fichier peut étre mise a disposition des
clients de téléchargement méme si celui-ci n’est pas
completement télécharge. Cette métaphore est utilisée
dans EP2PSS en mettant & la disposition des praticiens les
informations de chaque patient en temps réel méme si le
patient est encore hospitalisé. On partage toutes ses
informations (symptomes, traitements, réactions aux
traitements, ...etc.) tout en précisant la chronologie de
chacune d’elle depuis le début de la maladie afin qu’on
puisse prédire ces mémes informations pour des cas
proches. Le systéme est utile dans les périodes d’épidémie
par des virus nouveaux dont on ignore le comportement
et le traitement ; c’est pour cela que I’information en
temps réel permet d’anticiper les traitements et la prise en
charge des patients
Apreés authentification, le systéme propose au médecin
d’intégrer une zone géographique par rapport a sa
position GPS. Pour prendre en charge un nouveau patient
dans cette zone au moment de sa réception Ty, le systéme
demande dans un premier temps de partager une question
clinique PICO. Cette question permet d’un coté de définir
les informations P du patient, ce qui permet de le classer
dans une catégorie de patients, et d’un autre coté
permettre, par le biais des éléments I, C et O, de partager
des propositions concernant les interventions et les
interventions comparées. Ces questions permettent aussi
de prédire les issues cliniques (Outcome/s) des patients.
Une fois la question clinique partagée, un systeme de
classification, basé sur la zone géographique, ensuite sur
I’affinité de cette question par rapport aux questions
PICO des autres patients, est mis en marche.
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Les questions PICO dans I’architecture proposée sont
sauvegardées dans le format médicale OMDF
(Ontological Medical Decision Format) qui est un format
ontologique utilisant OWL (Web Ontology Language)
pour écrire des décisions médicales [8]. OMDF
implémente les cinq étapes de ’EBM et modélise d’une
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maniere détaillée la question PICO. La figure 1 propose
une présentation visuelle en VOWL (Visual Notation for
OWL Ontologies) de la partie OMDF utilisée pour coder
les questions PICO [9].
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Figure 1. Représentation VOWL de la question PICO dans OMDF [8]

Un algorithme a deux étapes est utilisé pour la
classification des patients par rapport a leurs
questions PICO.

La premiére étape utilise 1’algorithme développé
par Merad et Belkadi [8] pour créer une liste des
questions PICO les plus proches a celle utilisée en
entrée. L affinité dans cet algorithme est calculée en

utilisant le coefficient « Similarity Coefficient »
(SC) qui utilise « Dice’s Coefficient » (DC).

La deuxiéme étape utilise 1’algorithme des « k-
Nearest-Neighbors » (KNN) [10] pour calculer la
classe du patient par rapport a la liste de sortie de la
premiére étape.

Citation : MERAD B., BELKADI K. et MESSOUS A., Vers un systéme peer-to-peer d’aide a la décision en périodes d’épidémies. COVID-19 comme
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La figure 2 montre les étapes nécessaires pour la
prise en charge d’un patient via EP2PSS depuis son
admission jusqu'au partage de ses données et
réception des données des autres patients.

Authentification

Formulation de la question PICO

Classification géographique

Classification PICO

A/ AV

Partage et réception P2P

Figure 2. Etapes de prise en charge d’un patient dans EP2PSS

Aprés classification, les médecins partagent en
temps réel toutes les données du patient. Les
informations les plus importantes sont les

P42

Question PICO:

symptémes, pour permettre aux autres praticiens de
prédire le comportement du virus et du systéme
immunitaire des patients a chaque instant, ainsi que
les traitements et les réactions des patients par
rapport a chaque traitement. Le systeme EP2PSS est
basé sur les données
temps/intervention/comportement.

Les traitements symptomatiques sont importants
dans des pandémies pareilles tel le COVIC-19.
Chaque traitement/réaction est partagé pour
permettre aux autres médecins de choaisir ou non le
méme traitement.

Le systeme propose au médecin, et pour chaque
patient, la liste des patients de la méme classe. Ils
sont ordonnés par rapport a I’affinité de la question
PICO du patient par rapport aux autres patients de la
méme zone géographique. Le médecin peut voir
d’autres tableaux de patients dans des zones
géographiques différentes. Un exemple de tableau
dans un temps TX pour un patient fictif atteint du
COVID-19 est proposé dans figure 3. Tx n’est pas
calculé par rapport au temps d’admission mais par
rapport au temps d’atteinte approximatif, ce qui veut
dire que To n’est généralement pas égale a 0.

EP2PSS

Date d’admission: 10/03/2020
To: 6 jours

Un homme de 48 ans, diabétique (type2), diagnostiqué pour COVID-19. L'intervention
proposée est un traitement symptomatique de la fiévre par Paracétamol et placébo. Cette
intervention peut étre comparée a I'utilisation de I'hydroxychloroquine et de |"azithromycine.
La guérison compléte est attendue aprés 12 jours.

Tableau dlinique du patient P42

Traitement: Paracetamol, Placebo

To Fiévre 39°
Toux séche

T1:45) Fiévre 38° Traitement: Paracetamol, I'hydroxychloroquine
Toux séche Azithromycine
Dyspnée

T1:49) Fiévre 37,1°

(Etat Toux séche atténuée Patient sous surveillance

wctuel Respiration normale

Liste des Patients similaires

P2  Voirla question PICO Tableau du patient Affinité : 97%
Py Voir la question PICO Tableau du patient Affinité : 82,32%
Ps Voir la question PICO Tableau du patient Affinité : 63%

Figure 3. Page de présentation EP2PSS d’un patient atteint du COVID-19
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Dans le cas du COVID-19, plusieurs auto-tests ont
été développés par différents instituts de santé tels
que I’Institut Pasteur - France [13] ou « Centers for
Disease Control and Prevention du Département
américain de la santé et des services sociaux » [14].
Ce sont des questionnaires qui permettent
d’informer une personne sur son état de santé et de
’orienter si nécessaire. Ces auto-tests sont trés utiles
dans le cas de grandes paniques. A partir des
informations récoltées par EP2PSS, un auto-test
peut étre généré automatiquement.

Le patient est invité a insérer les informations P
de la question PICO. La question est traduite
automatiquement en OMDF et une liste des patients
qui présentent la plus grande affinité & son cas est
établie. Le systéme affiche ensuite les symptdmes
des patients de cette liste et demande a I’utilisateur
d’ordonner chronologiquement ceux qu’il présente.
Si la personne présente une affinité supérieure a un
certain seuil, avec un patient présent dans le
systéme, on indique le méme diagnostic et elle est
orientée aux services concernés pour confirmation.

Pour déterminer cette affinité, on calcule un
coefficient proche de DC en utilisant les symptémes
présents dans les deux questions PICO. La
différence avec DC est la présence d’un poids P qui
renforce la similarité si les symptémes apparaissent
dans le méme ordre chronologique. Ce coefficient
est présenté dans formule 1 suivante :

2 nb_common_termsyg4 2P nb_common_termsg

nb_total_terms

avec :

- nb_common_termsno : le nombre de symptémes
communs qui ne respectent pas 1’ordre
chronologique d’apparition ;

- nb_common_termso : le nombre de symptdémes
communs qui respectent 1’ordre chronologique
d’apparition ;

- P : un poids créé pour valoriser les symptémes
communs qui respectent 1’ordre chronologique
d’apparition, avec P>1 ;

- nb_total_terms : nombre total de symptdmes.

Au contraire des auto-tests qui ne proposent
gqu’un seul questionnaire pour tous les utilisateurs,
celui proposé dans ce travail prend en considération

les données de chaque patient, permettant ainsi
d'adapter au cas par cas, et
de maniére personnalisée, le test du patient.

4, Conclusion

Dans cet article on a proposé une architecture
d’un systéme de prédiction et d’aide a la décision
médicale dans les cas d’épidémies ou de pandémies
causées par des virus inconnus comme le SRAS-
CoV-2. Le systéme propose utilise la technique
peer-to-peer pour partager les informations des
patients en temps réel. Les patients sont classifiés
par zones géographiques et questions PICO, ce qui
permet une grande précision du calcul de I’affinité
des patients et donc une précision dans les
prédictions. Un modele sémantique est utilisé pour
écrire et comparer les questions cliniques.

Cet article présente un exemple de patient fictif
atteint du COVID-19 pour expliquer la méthode de
partage des informations dans le temps. On a
proposé aussi grace au systéme de classification des
auto-tests développés automatiquement a partir des
données des patients. Ces tests sont personnalisés
pour chaque patient ce qui permet une meilleure
précision de 1’auto-diagnostic.
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Abstract

This study aims to characterize the biocontrol potential of two fluorescent rhizobacteria isolated from Oleander (Nerium oleander
L.) and Olivier (Olea oleaster L.). The isolation was done in Cetrimide agar. The fluorescing strains at 366 nm were selected for the
dual plate assay against the tomato pathogen Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici. The two best strains showing the highest
inhibition rates (Pa2 and S2Pfl with 31.36% and 51.42% respectively) were chosen to be identified and characterized for their
production of antifungal molecules. The taxonomical determination based on macro and micromorphological observations in addition
to the biochemical tests of the APl 20E and API 20NE strips analyzed by the heuristic soft "PIBwin 2.0.0" suggests the strain Pa2 as a
Pseudomonas aeruginosa while the strain S2Pf1 belongs to the Burkholderia cepacia species. The antifungal potential was assessed
through the quantification/detection of the following bioactive molecules: salicylic acid, hydrogen cyanide, rhamnolipids, chitinases,
and cellulases. The strain Burkholderia cepacia S2Pf1 showed a better antifungal profile in comparison to Pseudomonas aeruginosa
Pa2. The determination of the growth kinetics parameters of Burkholderia cepacia S2Pfl based on observed OD600 data, DModel
data fitting, and Gompertz model data fitting highlighted a relatively good ability to quickly reach high bacterial densities in both
nutrient and seed broths. Thus, Burkoledria cepacia S2Pf1 is suggested as a good candidate to be further assessed for its biocontrol
proprieties against Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici.

Keywords: Rhizobacteria; Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici; Burkoledria cepacia; Pseudomonas aeruginosa; biocontrol.

1. Introduction one of the most damaging soil-borne diseases in tomato
seedlings and increasingly common in the production of
Cultivated tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) greenhouse tomatoes. The disease manifests itself both in
is one of the world’s most important crops due to the the greenhouse and in the tomato fields, causing
high value of its fruits both for fresh market significant losses in tomato production [6]. Crown rot
consumption and in numerous types of processed develops primarily in cool climates in both field and
products [1]. One of the main constraints to tomato greenhouse tomatoes. Substantial crop losses in infected
cultivation is damage caused by pathogens [2,3], such as fields have given the disease international attention [7].
fungal phytopathogens, especially in tropical and A seed treatment with carbendazim could provide a
subtropical regions [4], Fusarium oxysporum is major protective barrier against infection by Fusarium
soil-borne fungal pathogens of both greenhouse and oxysporum f.sp. radicis-lycopersici. A sprinkling of the
field-grown tomatoes in the warm vegetable growing same compound or thiophanate-methyl achieves the same
areas of the world [5]. Root and crown rot caused by desired effect. In general, it is recommended the use of
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (FORL) is pre-plant  fumigant, noting, however, that the
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effectiveness of fungicides in the fight against this
pathogen is poor [8]. Furthermore, fungicides are
expensive, can cause environmental pollution, and may
cause the selection of pathogen resistance [9]. Owing to
the limitations of chemical fungicides, it seems
appropriate to seek a supplemental control strategy [10,
11]. Therefore, public concern is focused on alternative
methods of pest control, which can play a role in
integrated pest management systems to reduce our
dependence on chemical pesticides [12].

Biological and cultural controls are two alternatives
to synthetic chemical fungicides in integrated disease
management, which aimed at maximum productivity
with the least possible negative environmental and
ecological consequences [13]. Another aspect of
biocontrol against Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici is the use of microbial auxiliaries. Hence,
strategies aiming at the replacement of chemical
pesticides by hazardous free biological agents can be a
reasonably good choice. Numerous studies have
demonstrated a reduced incidence of diseases in
different crops after supplementing the soils with fungal
or bacterial antagonists [14]. Moreover, Saidi et al.
tested Bacillus isolates in dual culture, and under
greenhouse conditions against FORL race 0, after what,
10 isolates exhibited good inhibition of the plant
pathogen [15]. Another illustration, Kamilova et al.
tested Pseudomonas fluorescens WCS365 on the
pathogenic fungus Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici in a gnotobiotic system [16]. The seed
inoculation with P. fluorescens WCS365 decreased the
percentage of diseased plants from 96 to 7%. Thus,
globally, recent biochemical research on plant disease
control focused on two prime objectives. They were to
(i) select and identify microorganisms with antifungal
activities, isolate and characterize the specific antifungal
factors within these microorganisms; (ii) determine the
operative mechanisms of these antifungal agents [17].

This work aims to assess in vitro the inhibiting
effects of antagonistic fluorescent rhizobacteria against
Fusarium oxysporum f.sp. radici-lycopersici, and to

characterize some of their potential molecular
mechanisms by highlighting the production of
rhamnolipids, chitinase, cellulase, HCN, and salicylic
acid (SA), in addition to the growth kinetics parameters,
giving a partial vision of a complex machinery of
inhibition.

2. Materials and methods

2.1. Pathogen

To select the best candidates, the antifungal activity
was evaluated against the plant pathogen Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (Agent of Fusarium
root and crown rot of tomato). The strain Forl 12
(isolated from a diseased tomato) was used for the
antagonism test.

2.2. lsolation of fluorescent rhizobacteria

About 10 g of soil were taken from a depth of 10 cm,
from various Rhizospheric origins: spontaneous oleander
(Nerium oleander L.), spontaneous Olivier (Olea
oleaster L.), in sterile containers, resulting in a total of 5
samples to be used for isolation (1 g per sample)
(Table 1).

For the isolation process, 01 g is taken to achieve an

enrichment for 24 h in nutrient broth (5.0 g pepton, beef
extract 3.0 g/1000 mL distilled water) [18] with 01 g of
soil in 9mL of nutrient broth at 30°C and 42°C
separately.  Following enrichment, isolation was
conducted on Cetrimide agar [Pancreatic digest of gelatin
20 g, magnesium chloride 1.4 g, potassium sulfate 10 g,
glycerol 10 mL, Cetrimide 0.3 g, agar 13.6 g/1000 mL
distilled water] [19] at 30°C for 24h.
Bacterial candidates obtained at the end of the isolation
were purified on King B agar (Proteose peptone N°3 20 g,
anhydrous K;HPO41.59, MgSO. « 7H,0 1.5g, + Glycerol
15 mL, Agar 20 g/1000 mL distilled water) [20].
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Table 1

Codification, sampling location, Rhizospheric origin, and soil samples description

Sampling location

Rhizosphere origin

Number of samples Sample codification

Mascara, Slatna, Sidi Ben Arbiya, near a creek with

abundant spring waters Spontaneous pink laurel 1 S1
S2
Saida, “Vieux de Saida” Park, on a Muddy slope Spontaneous Olivier 3 S3
S4
Saida, Parc du “Vieux de Saida”, next to a creek Spontaneous pink laurel 1 S5

2.3. In vitro screening for antifungal activity
against FORL (Dual Plate Assay)

To select the best performing candidates, an
antifungal activity test was undertaken against the plant
pathogen Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici
on PDA [Potato infusion 200 g, dextrose 20 g, agar
20 g/1000 mL distilled water] by the "Dual Plate Assay"
method. A fragment of fungal mycelium (6 mm @) from
a 7 days PDA culture is placed at the center of a new
Petri dish, then 5 uL of bacterial suspension obtained by
culturing the isolates to be tested in King B broth is set
to 1 cm from the edge of the plate, all incubated at 25°C
for 7 days. A control plate is incubated with the fungal
inoculum alone, and the test is repeated three times. The
antifungal potential of the tested strains is expressed by
"inhibition rate" calculated as follows:

Inhibition (%) = ?xloo,
where:
x: control mycelium diameter in mm,
y: diameter of mycelium in the presence of the bacterial
strain, measured on the axis "bacterial colony-fungus",
in mm).

The results are expressed as percentage * standard
deviation [21]. Bacterial strains selected for the
characterization of the antifungal potential were
preserved by freezing at-20°C on stock cultures (nutrient
broth with 20% glycerol) [22].

2.4. Phenotypical identification

Following the antifungal activity test, two candidates
were selected as those that gave the largest percentages
of fungal inhibition, to characterize some mechanisms
implied in the antifungal potential. Phenotypic
identification was based on the following characteristics:
micro and macromorphology of bacterial colonies on
various culture media: King A (Proteosepeptone 20.0 g,

15.0 g agar, Glycerol 10.0 g, 10.0 g K2SQOy4, 3.5 g MgCl;*
6H.O + 20 g Agar/ distilled water 1000 mL), King B,
Cetrimide (macroscopic examination), microscopic
observation after fixation (Gram stain), respiratory type,
catalase test and study of the biochemical profile on API
20E bioMerieux! systems (Enterobacteriaceae and other
non-fastidious Gram (-) bacilli Identification Kit for
strains suspected to be P. aeruginosa and 20NE
bioMerieux system for the other strains [not fastidious
non-enteric  Gram (-) bacilli Identification Kit
(bioMeérieux, France; ref 20050)]. Inoculation and reading
were done according to the manufacturer's guidelines.
Interpretation of the results was performed by a
computer-based heuristic approach, using the program
PIBwin 2.0.0, with identification matrices for APl 20E
and 20NE systems developed from the user guides
provided by the company bioMérieux, France. After
selecting the identification matrix and filling properly the
results, results are displayed with a heuristic interpretation
of the biochemical profiles, with the most likely taxon, its
identification score, followed by the other suspected taxa,
by score order [23].

2.5. Characterization of antifungal activity

2.5.1.  Production of salicylic acid

For evaluation of salicylic acid (SA) production, the
strains were grown in glucose urea broth "GUM"
(Anhydrous glucose 10 g, urea 0.85 g, KyHPO.
0.56 g/1000 mL distilled water) [24] for 24 hours with
stirring at 100 rpm at 30°C. Thereafter, 100 pL of this
culture was transferred to 100 mL of GUM broth for each
strain for incubation of 36 h in the same conditions. Then
the salicylic acid was extracted from the culture medium
by ethyl acetate. The extract thus obtained was
concentrated (1:3) under vacuum. SA concentration was

* bioMérieux, France; réf. 20100. https://www.biomerieux.fr/
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determined by adding 5uL of FeCl; 2M and 3 mL of
water for 1mL of the concentrated extract. The
absorbance of the purple complex of iron-SA, which
was developed in the aqueous phase, was measured at
527 nm and compared to a standard curve of SA
dissolved in ethyl acetate [25].

2.5.2. Hydrogen cyanide assay

The six selected strains were grown in Luria Bertani
"LB" (Tryptonel0.0 g, yeast extract 5.0 g, NaCl 10.0 g,
Agar 15.0g/distilled water 1000 mL) [26,27] at 30°C in
250 mL Erlenmeyer flasks each containing 100 mL of
culture medium and alkali picrates bands, with stirring
at 100 rpm/min. The bands are used to reveal the
production of hydrocyanic acid, prepared according to
the following way: Whatman Filter paper n°1 was cut
into uniform bands of 10 cm long and 0.5 cm wide, each
of the bands was dipped in a 0.5% picric acid solution,
and then again in another solution of Na,COs;. Once
dried in a hot dry and sterile environment, they are put
inside the flasks in a suspended position without
touching the edges and the surface of the culture
medium. It is considered that a strain produces HCN if
after 2-3 days the yellow original color of alkaline
picrate band veers toward the orange-red (rusty color)
[28,24].

2.5.3. Rhamnolipids assay

Production of rhamnolipids type surfactants, with
antifungal potential, was quantified by the colorimetric
assay method of sugars by orcinol [29]. A culture on
GUM was conducted with 100 mL of culture medium in
250 mL Erlenmeyer flasks for one week at ambient
temperature (about 30°C, with agitation at 100 rpm).
Firstly, rhamnolipids were purified by separating the
cells from the supernatant by centrifuging a sample of
1 mL of each bacterial culture in 1.5 mL Eppendorf (at
10000 G for 10 min). The supernatant was then
extracted with chloroform and ethanol. Thereafter, a
0.5 mL sample was extracted with 1 mL of chloroform-
ethanol (2:1, v/v). After evaporation to dryness of the
organic phase, 0.5 mL of distilled H,O was added. To
0.1 mL of each sample, 0.9 mL of a solution containing
0.19 % orcinol (diluted in 53% sulfuric acid H,SO.) was
added. After heating for 30 min at 80°C the samples
were cooled to ambient temperature, after what the

OD421nm Was measured by a spectrophotometer, using as a
blank a sample from virgin culture medium having
undergone the same steps mentioned above. The reading
was performed three times; the concentration of
rhamnolipids was calculated from a standard curve
prepared with the L-rhamnose (0 to 50 mg.L?) and
expressed in equivalent rhamnose [30, 31].

2.5.4. Chitinase test

This test was carried out on the "chitin-agar-water"
medium,  supplemented with  Bromocresol  blue
(0.02 g.LY) serving as a pH indicator [Colloidal Chitin
4.34 mL, Agar 16g, Blue Bromocresol 0.02g/distilled
water 1000 mL]. Once regenerated, wells (=5 mm) are
made with a sterilized glass cylinder in the middle of the
Petri plate. Then 100 pL of 48 h bacterial culture on King
B broth of each bacterium are placed in the central well,
followed by incubation at 30°C for 4 days. Bacteria
having chitinolytic activity develop a clear yellow halo
around the wells, due to the color change of bromocresol
blue following acidification of the medium. The results
are expressed as follows :(+++) for halos exceeding
50 mm, (++) for halos with diameters between 20 mm
and 50 mm, (+) to the diameters that do not exceed
20 mm. The test was performed in triplicate [32].

2.5.5. Cellulase test

Cellulase production was assessed in "Cellulose
medium" (K2HPO4 1.0 g, NaNO3 0.5 g, KCI 0.5 g, FeSO,
0.01 g/distilled water 1000 mL) [33]. For each strain, a
piece of paper (9cmxlcm) was placed in a tube
containing 9 mL of the cellulose solution after the
inoculation of each strain with a solid platinum loop from
a brain-heart broth pre-culture (BHIB). Incubation was
done at 25°C for 3 weeks with a control (virgin medium +
cellulose paper). The reading of the results was done
initially by comparing the turbidity of each tube with that
of the control tube by observing with the naked eye the
tubes placed in front of a paper background with
horizontal lines of red color (2 mm spaced) made with a
fine point marker pen to accentuate the contrast (tubes
showing a cellulose degradation become cloudy as a
result of microbial growth, contrasting the lines more or
less sharp, according to turbidity). For a comparison
between the strains tested, 1 mL was taken from each
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tube on completion of the test for reading the
absorbance at 600 nm, the turbidity of the medium is
proportional to the bacterial biomass from the
degradation of the cellulose. The sterilized medium was
used as a witness to set the zero of the
spectrophotometer. Reading was repeated three times
for each strain [33].

2.6. Growth kinetics parameters

A pre-culture of the best strain was performed on
nutrient broth (NB) and seed broth (SB) (20g D-
Glucose monohydrat, 10 g casein pepton, 10 g yeast
extract, 10 g NaCl/1000 mL distilled water) [34], then
incubated at 30°C for 24 h. A loop fool of the culture is
used to inoculate an Erlenmeyer flask containing
100 mL of nutrient broth and another one containing
100 mL of seed broth, each flask is incubated at room
temperature with shaking at 75 rpm. Microbial growth
was studied as a function of culture time for 24 h by
measuring the culture medium absorbance, using a
600 nm UV spectrophotometer [35].

The "Gompertz model® and "Dmodel" were
selected for the estimations of the growth Kinetics
parameters, using the  curve-fitting  program
DMfit?. Bacterial growth curves parameters were
calculated from the experimental data using the
Gompertz equation [36, 37] as:

Lt)=A+Cexp{-exp[-B(t- M)]}

where:

L(t) = the log of cell concentration (CFU.mL™) at time t
(in h),

A = the asymptotic log counts as t decreases indefinitely
(referred also as the predicted maximum density YEnd)
C = the asymptotic amount of growth (log number) that
occurs as t increases indefinitely,

M = the time (in h) at which the absolute growth rate is
maximum,

B = the relative growth at M

Then, the Gompertz equation parameters (A, B, C,
M) are subsequently used to calculate:
e Lag phase duration (h) =M - (1/B),
e Generation time (h) = (log 2e)/BC,
e Exponential growth rate [(log CFU/mL)/h] = BCle,

2 http://www.ifr.ac.uk/safety/DMfit/

e Maximum population density (log CFU/mL) = A +C

For the Dmodel, the explicit form of the model is the
following [38]:

ln(e—v.t + e—h0 _ e—v.t—ho)

Y(t) = Yo t Umaxt +
max

; (
——In |1
m

1
m t+ In(e Vt+e ho—e-vt-ho
e Wmax Fmax ( ) -1

+ eM(Ymax—Yo)

where:

o y(t)=In (x(t)) with x(t) the cell concentration
(CFU/mL);

o yo=In (x0), Ymax= In (max)s Xo being the initial and
Xmax the asymptotic cell concentration, respectively;

®  nax IS the maximum specific growth rate (1/h);

e m is a curvature parameter to characterize the
transition from the exponential phase;

e V is a curvature parameter to characterize the
transition to the exponential phase;

e hyis a dimensionless parameter quantifying the initial
physiological state of the cells. From that, the lag time
A (h) can be calculated as hy/p g0

As optical density (OD) data can be used to obtain the
specific growth rate and if used in conjunction with the
known initial inocula, the maximum population data and
knowledge of the microbial number at a predefined ODat
a known time then all the information required for the
reconstruction of a standard growth curve can be obtained
[39]. Thus, instead of using the bacterial concentration,
the curves are expressed in terms of OD600.

For both models (Gompertz and Dmodel) the DMFit
program was used to estimates the 4 main parameters:

e Growth rate pumax (OD.min-1), as the primary
parameter, called ‘rate’, is the potential maximum rate
of the model;

e Generation time td (min);

e Lag phase A (min) denotes the lag parameter as
described by Baranyi and Roberts (1994) [38];

e Predicted maximum density YEnd (ODG600) is the
upper asymptote of the sigmoid curve (or lower
asymptote if the curve is decreasing). The DMFit
program calculates also adjusted R-square statistics of
the fittings.
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2.7. Statistical tests

Statistical analyses were performed using Student’s
t-test. All differences reported in the text were
significant at the 5% level of probability.

3. Results and discussion
3.1. Isolation and screening

Isolation of aerobic Gram (-) bacilli using selective
agar "Cetrimide" led to numeral colonies, upon what 12
bacterial isolates were selected upon their different
morphotypes, namely: S2R2, S2R3, S3R1, S4Pfl,
S5Pf1, S5Pf2, S6Pfl, S2Pf3, S3R2, S3R3, Pa2, and
S2Pfl. These isolates displayed quite different colony
colors and shapes.

3.2. Dual plate assay

This test has served to assess the antifungal potential
of the selected strains isolates. It led to reveal isolates
incapable of inducing inhibition/or limiting the growth
of the pathogen, while other isolates could poorly inhibit
the fungus. However, a remarkable inhibition activity
was observed on 2 strains (Figure 1). Furthermore, the
inhibitory capacity of the bacteria in contact with the
pathogen changes its appearance (Table 2). On the other
hand, inhibition rates are varying from 0% to 51.42%.

The Pa2 and S2Pf1 strains displayed the highest rate
of inhibition compared to the other isolates, with
respective values of 31.36% and 51.42%. These two
strains were selected for the characterization of their
antifungal potential, suggesting that strains from various
rhizospheres produce different levels of antifungal
products [25].It is established that a relatively larger
zone of inhibition translates the synthesis of relatively
powerful antibiotic(s) [40]. Lee et al. were able to
isolate PGPR strains, Pseudomonas spp. having been
considered as having a good antifungal potential with
inhibition rates ranging from 0 to 45%, depending on the
target pathogen and the tested media [21]. Furthermore,
Mikani et al. worked also on 10 Pseudomonas
fluorescens for their antagonistic activity against
Botrytis mali with inhibition of mycelial growth of
59.8% for the most efficient strain [41]. The difference

between the two selected candidates could be related to
their different Rhizospheric origins (S2Pfl: Nerium
oleander L and Pa2: Olea oleaster L). It is interesting to
draw attention to the fact that bacteria isolated from
spontaneous plant rhizosphere, unlike nursery plants and
other "nurseries” would have a greater ability to inhibit
plant pathogens [42], this being considered, the selection
of samples of this work is precisely justified.

At present, even though there is a myriad of antifungal
activity characterization studies on microbial agents, there
is no consensus technique for this purpose [43].
Furthermore, antagonism tests may be conducted by
concentrating the bacterial culture supernatant, which
generally, once incorporated into the agar, result in
inhibition rates higher than those observed by testing
directly an inoculum [40].

&0

inhibition rates (%)
&

iﬂﬂﬂﬂﬂl‘ﬁﬂ

S2R2 52R3 53R1 S3R2 S3R3 Paz 52Pfl 52Pf3 54Pfl S5Pf1 S5PF2 S6Pf1

Strains

Figure 1: Results of Dual Plate Assay against Fusarium oxysporum
f.sp. radicis-lycopersici. Values are expressed in terms of means of
inhibition rates + SD

3.3. ldentification by conventional tests and
biochemical profiles (AP 20E and 20NE)

After completion of some conventional tests (Table 4)
and after inoculation of API bioMerieux's system strips
and incubation according to the manufacturer's
instructions, results of the APl 20E and AP 20NE strips
(Tables 4 and 5) were recorded following the "reading
result table" provided with the bioMerieux kits. The
results were noted (+) for a positive test and (-) for a
negative test, to serve later for a heuristic interpretation
by a software (program PIBwin 2.0.0).
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Table 2
Effect of bacterial isolates tested on the fungal mycelium

Strains

Description

S2R2 Altered mycelium (cotton-like form + creamy form)

S2R3 Altered mycelium (cotton-like form + creamy form) with fungal colonies growing on

bacterial colonies

S3R1 Altered mycelium (cotton-like form + creamy form) with fungal colonies growing on

bacterial colonies

S3R2 Altered mycelium (cotton-like form + creamy form)

S3R3 Altered mycelium (cotton-like form + creamy form) with fungal colonies growing on

bacterial colonies

Pa2 Fungal colonies affected on the side of the bacterial development.

S2Pfl Scarlet-red center, very weak growth, thin white edges

S2Pf3 The appearance of vivid purple color in the center of the fungal colony, white mycelium

quantitatively affected

S4Pf1 The appearance of vivid purple color in the center of the fungal colony,

S5Pf1 The apparition of a relatively less vivid purple color in the center of the fungal colony,

S5Pf2 White mycelium relatively denser, quantitatively affected

S6Pf1 Less dense white mycelium in the edges (yellow), affected quantitatively.

Table 3
Description of bacterial colonies on various culture media
. . Characters
Strains Media - - ——
Color Size Opacity  Diffusion  Growth

King B Agar brownish green small Average  important  Important

Pa, King A Agar fluorescent green Small Average  important Important
Cetrimide Agar  fluorescent green small Average  important Important
King B Agar Yellow very small weak weak Important

S,Pf; King A Agar Yellow small Average weak Important
Cetrimide Agar  brownish-yellow small Opaque weak Important

After developing identification matrix as spreadsheets
on Microsoft "Excel™" for each of the two APl 20E and
API 20NE systems from identification tables (with the
probability that a test is positive) provided by the
manufacturer, the results were filled from the
biochemical profiles of each strain according to Bryant
[23]. The results of the heuristic interpretation are as
follows:

o S2Pf1

This strain was identified as Burkholderia cepacia
with an identification score (score ID) equal to 0.99944.
The following tests gave unexpected results for this
taxon: NOs (a positive result, while the probability for it
to be positive is 39%), GLU (positive result, while the
probability for it to be positive is 24%), ADH (positive
result, while the probability for it to be positive is 1%)
URE (positive result, while the probability for it to be

positive is 1%), PNPG (negative, while the probability
for it to be positive is 72%) ARAa (negative result, while
the probability for it to be positive is 75%), ADla
(negative result, while the probability for it to be positive
is 93%) (Figure 2).
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Table 4 Table 5
Conventional and biochemical (AP 20NE) tests for strain S2Pf1. Conventional and biochemical (API 20 E) tests for strain Pa2.
Tests Results Tests Results
Gram - Gram -
Fluorescence (256 nm) - Fluorescence (256 nm) +
Fluorescence (366 nm) + Fluorescence (366 nm) +
Catalase + Catalase +
Respiratory essay ctly aerobic Respiratory essay Strictly aerobic
reduction of nitrates to nitrites + Galactosidase -
B-galactosidase Arginine dihydrolase +
B-glucosidase - Lysine decarboxylase -
Presence of L-Arginine dihydrolase + Presence of Ornithine decarboxylase -
Urease + Urease -
Gelatinase + Gelatinase +
Production of Indole - Tryptophan deaminase -
Phenylacetic acid + H,S .
Trisodium citrate + Production of Indole -
Malic acid + Acetoin
Adipic acid - Citrate
Caprlc- acid D-Glucose
Use of Potassium gluconate D-Mannitol )
D-maltose - .
Ll Inositol -
N-acetyl-glucosamine + .
yi-0 D-Sorbitol -
D-Mannose + Use of
L-Rhamnose -
D-Glucose +
. D-Sucrose -
D-Mannitol + D-Melibi
-Melibiose -
L-Arabinose - .
Amygdalin -
L-Arabinose -
o Pa2

This strain was identified as a Pseudomonas
aeruginosa with an identification score (score ID) equal
to 0.99990 (maximal score reached). The obtained results
match exactly those of the taxon in the identification
matrix (Figure 3).

Cultural characters such as pigmentation; consistency
of colonies; size ..., may also provide valuable clues for
identification. For example, a mobile organism, gram-
negative which produces a fluorescent pigment soluble in
water is likely to be a Pseudomonas species, whereas
those forming bioluminescent colonies are likely to
belong to the Vibrionaceae family.

Some species belonging to the rRNA group Il
(Burkholderia cepacia, B. gladioli, B. caryophylli),
produce yellow-green diffusible pigments that are
sometimes confused with fluorescent siderophores. The
"A" medium of King et al. (1954) [20] is generally
recommended for the production of phenazines pigments
to which belongs "pyocyanin” [44].

Given the widespread use and proven accuracy of
API systems (supplemented by additional biochemical
tests) for the identification of Enterobacteriaceae and
other non-enteric Gram-negative bacilli [45] (including
Pseudomonas aeruginosa, and Pseudomonas
fluorescens), thus it was retained as "tool of choice" for
the phenotypical identification of selected isolates. The
computer-assisted analysis is undoubtedly capable of
improving the identification process, or rather "the
interpretation of results”, this, based on identification
algorithms, in the case of species with similar phenotypic
properties [46]. Such programs are based on heuristic
interpretation of the identification tests, each test being
encoded "+" or "-", it then compares the profile of the
unknown strain to those of a given database [46]. The
use of API strips combined with computer-based
interpretation led to identifying the selected candidates as
following:
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e S2Pfl: Burkholderia cepacia, with an ID Score
0.99944 (poor "match™).

e Pa2: Pseudomonas aeruginosa, with an ID Score
0.99990 (very good "match”, 0.999 threshold reached).

Fluorescent Pseudomonads are ubiquitous bacteria
and common inhabitants of the rhizosphere and are the
most studied group in the genus Pseudomonas [33]. This
group is of great importance in biotechnology due to the
ability of several strains to degrade xenobiotics, their use
in biological control against the plant pathogens, and
their pathogenicity in humans [47]. In the 1960s, a
project focused on the construction of a rational system
of classification of Pseudomonas species was organized
in the bacteriology department at the University of
California, Berkeley. This project had its main
justification in the very unsatisfactory situation of the
taxonomy of this genus into which was affected several
hundred species names, many of which could not be
identified based on published descriptions, and, in
addition to this, their "type" strains were lost [44].

Pa2 was identified as Pseudomonas aeruginosa.
Because of its clinical and environmental relevance, P.
aeruginosa remains a subject of intense research and one
thing is for sure, this remarkably versatile organism will

continue to surprise us in the future [46].

S2Pfl was identified as Burkholderia cepacia.
Examples of similarities show that a strong
differentiation of members of Burkholderia and
Pseudomonas is difficult. Studies on DNA-DNA
hybridization and DNA-rRNA hybridization showed that
species of the genus are members of "RNA similarities
Group" Il. The species is considered as a serious human
opportunistic pathogen associated with nosocomial
infections.

A striking feature of some Burkholderia strains is the
production of wvarious antifungal compounds (as
evidenced by the results of the in vitro antifungal activity
of the present work) that can be used for the management
of the fungal disease [48]. B. cepacia has already been a
subject of commercial use as a biological control agent
for certain plant-parasitic nematodes and has already
been used in the protection of tomato [49]. However, its
use for the management of fungal diseases was reviewed,
as it was proven to be an opportunistic pathogen
associated with human cystic fibrosis disease.
Understanding the molecular mechanisms of antifungal
activity of Burkholderia strains will give clues to the
development of biological fungicides while eliminating
potential health risks [48].
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3.4. Characterization (antifungal secondary
metabolites and extracellular lytic enzymes)

Production of antifungal secondary metabolites is
recognized as an important aspect of biocontrol against
responsible agents of fungal diseases in plants [50].

3.4.1. Salicylic acid

After the preparation of standards for a calibration
curve and reading absorbance at 527 nm after different
treatments for the spectrophotometric determination of
salicylic acid, the results were plotted. The formula of
the obtained line is as follows: y = 0.068 x (y: OD527, x:
salicylic acid concentration), with a good coefficient of
determination (R?= 0.948).

After reading the OD527 of the spectrophotometric
preparations for determination of the salicylic acid
produced by the selected strains, extrapolation on the
standard curve revealed the following concentrations
(converted into pg.mL™): S2Pf1: 307.45 + 2.08 pug.mL?,
Pa2: 383.28+1.23g.mL'. Thus, the maximum
production is attributed to the strain Pseudomonas
aeruginosa Pa2 (Figure 4). Burkholderia cepacia and
other Pseudomonas species are some of the most
promising biocontrol organisms. These bacteria produce
many antibiotic substances that may inhibit pathogens.
Among these molecules, salicylic acid is of great
interest, given its "crossroad" position in the synthesis of
other antibiotics of major importance in the induction of
resistance in plants. The determination of salicylic acid
is based on a color reaction. The complex formed
between the Fe3* ions and salicylic acid then features a
blue-purple color, allowing its visual detection [51].
Numerous studies have shown that the accumulation of
salicylic acid in the rhizosphere was associated with
physiological responses of plants to infections caused by
phytopathogenic agents [52].
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Figure 4: Concentration of salicylic acid (g/ml)
after 72 h on BHIB. Results Expressed as mean
+ standard deviation, with a significant
difference at p = 0.05

Indeed, De Meyer and Hofte 1997 have shown that
the production of salicylic acid is essential for the
induction of resistance to Botrytis cinerea by P.
aeruginosa in the bean and do not exclude a role for
pyochelin, another antibiotic, for what salicylic acid is a
precursor [53] .

However, the in-situ mechanism of action remains
poorly understood. For example, WCS374r Pseudomonas
fluorescens (a strain with high potential of SA
production) induced resistance in radish but not in
Arabidopsis thaliana, while the application of salicylic
acid would result in the induction of resistance in both
species [54].

3.4.2.  Hydrocyanic acid

As the result of producing hydrocyanic acid is based
on the color change of the alkaline picrate strips, both
strains are considered HCN- (no production observed).

This acid plays a key role in the suppression of some
pathogens like the black rot of tobacco roots [55]. Voisard
et al. [55] found that HCN-mutant strain P. fluorescens
CHAO obtained by insertional inactivation has lost its
ability to inhibit black rot tobacco roots caused by
Thielaviopsis basicola, suggesting that HCN contribute to
suppression of black root rot by P. fluorescens.

Citation: BELAOUNI H.A., BENDAHA M.E-A., ABBOUNI B., NAIMI M. and LABDI M., Characterization of fluorescent Rhizobacteria isolated
from Oleander (Nerium oleander L.) and Olivier (Olea oleaster L.) with antagonistic effect against Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici,
Revue Nature et Technologie, 13 (1) (2021) : 23-38. https://www.asjp.cerist.dz/en/Articles/47



34 Characterization of fluorescent rhizobacteria isolated from Oleander (Nerium oleander L.) and Olivier (Olea
oleaster L.) with antagonistic effect against Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici

3.4.3.  Rhamnolipids

The formula of the obtained line is as follows:
y=0.012 x (y: DO421, x: L-rhamnose concentration),
with a good coefficient of determination R? of 0.941.

Extrapolation of the OD421 of the
spectrophotometric preparations from 7 days cultures
has revealed the following rates (equivalent in
mg L-rhamnose.mL1): S2Pf1: 35.63 mg L-Rha-eq.mL",
Pa2:  72.08 mg L-Rha-eq.mL?. Thus, the best
production rate is attributed to the strain Pseudomonas
aeruginosa Pa2 (Figure 5).

The biosurfactants are valuable amphiphilic molecules
with effective microbial biological properties and
especially "surface-active™ abilities, applicable to
several niches and other industrial processes [56].
Among the molecular group, rhamnolipids would take
pride of place. Surfactant molecules composed of
rhamnose and B-hydroxydecanoic acid, biosurfactants
are produced mainly by Pseudomonas aeruginosa,
which were studied since their discovery to date [57].
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72.08
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Rhamnolipids
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Figure 5: Concentration of rhamnolipids (mg L-
rhamnose equivalent/ml) after 7 days on glucose
urea medium (Orcinol colorimetric method).
Results Expressed in mean + standard deviation,
with a significant difference at p = 0.05

It is interesting to note that very few studies have
focused on the production of rhamnolipids by
Burkholderia species [57]. We observed reasonable
rates, if compared to other works, such as Wang et al.
[31], after genetic manipulation and production
optimization achieved exceptional rates (785.4 mg.L*
after 4 days of fermentation).

Orthologs of rhlA, rhIB and rhiC, genes responsible

for the biosynthesis of rhamnolipids in P. aeruginosa,
were found in the non-infectious Burkholderia
thailandensis, and also in the pathogenic agent
Burkholderia pseudomallei. In contrast to P. aeruginosa,
Burkholderia species contain these three genes required
for production rhamnolipids within a single gene cluster
[57].

Rhamnolipids display antibacterial activity mainly
against Gram-positive plus some Gram-negative. Besides,
it is confirmed to be antiviral, antifungal and
mycoplasmacide, such molecules could confer a
competitive advantage in the colonization of niches, this
being confirmed by the ability of P. aeruginosa to be
"ubiquitous™ [58].

3.4.4. Chitinases

The halos obtained after a 4 days culture of selected
strains for the characterization of antifungal potential on
the chitin-agar medium are as follows (Figure 6): S2Pf1:
54 mm, Pa2: 52 mm. So, Burkholderia cepacia S2Pfl
seems to have a better ability to degrade chitin, indicating
a greater ability to produce chitinases.

60

54
52

50 -

40 -

30

20 -

Chitine degradation halos
(@ in mm)

S2pPf1 Pa2

Figure 6: Diameters of chitin degradation halos
(expressed in mm)

The lytic activity of bacteria is one of the main
mechanisms involved in biological control. Studies on the
lytic activity of biological control agents have focused on
the characterization of enzymatic systems able to degrade
the components of the fungal cell wall, of which
chitinases are among the most intensively studied [59].
Both strains are active in terms of chitin degradation.
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3.45. Cellulase

This test aims to highlight the ability of a strain to
degrade cellulose. Microbial growth in a cellulose-based
medium (paper) as the sole carbon source is proof of
cellulase production. Strains tested have exhibited
degradation of cellulose paper bands, thus increasing
relatively the turbidity of the test tube if compared to the
control tube (saline medium+paper band without
inoculation).

An evaluation of the OD600 after 3 weeks of culture
has assessed the cellulolytic activity of the selected
strains: S2Pfl: 0.1906+0.0005, Pa2: 0.1726+0.0011.
Thus, Burkholderia cepacia S2Pf1 has a better potential
in terms of cellulase production (Figure 7).

Cellulase, another lytic enzyme, targeting the fungal
cellulose wall, would be another piece of the antifungal
arsenal [33].
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Figure 7: Evaluation of the cellulolytic activity by
measuring OD600 after 3 weeks of culture on cellulose
medium. Results Expressed as mean + standard
deviation, with a significant difference at p = 0.05
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Figure8 Bacterial growth curves of S,Pf; on seed broth (SB) (according to observed ODdata,
DModel data fitting, and Gompertz model data fitting)

3.4.6.  Growth kinetics

The bacterial growth curves of Burkholderia cepacia
S2Pfl in nutrient broth and Seed broth are shown in
Figure 8 and Figure 9 respectively. For the Kinetics
parameters, the results are displayed in table 6. The best
values for the maximum growth rate were obtained with
the Seed media (0.0056 OD.min with D model,
0.0063 OD.min* Gompertz model), with a shorter
generation time recorded for the same media. On the
other hand, a higher bacterial density (Predicted
maximum density, YEnd) is observed for the nutrient
broth (2.0971 with D model, 2.0915 with Gompertz
model). Optical density (OD) data can be used to obtain
the specific growth rate and if used in conjunction with

the known initial inocula, the maximum population data
and knowledge of the microbial number at a predefined
ODat a known time then all the information required for
the reconstruction of a standard growth curve can be
obtained. The Baranyi model (D model) was described as
a robust primary model for predicting bacterial growth
parameters. It should be mentioned that the Gompertz
equation used in the present study, and largely used by
other works, is also satisfactory for fitting the growth
curves of bacteria, and thus, relevant for the interpretation
of the results of our evaluation [60]. To demonstrate the
invasive potential of Burkholderia cepacia S2Pfl, the
growth parameters were studied by measuring the OD600
for 24h.

The results of this experiment argue in favor of the
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Seed broth for a better maximum growth rate, while the
nutrient broth gives a better maximum bacterial density
for Burkholderia cepacia S2Pf1. It is of vital relevance
to focus on the growth stability of a PGPR candidate
since a consistent growth would provide stability of the

Table 6

PGPR effect. Thus, Bainton et al. suggest that a strong
and stable generation rate may be an advantageous
characteristic once in the soil, ensuring stable
colonization of the root system [61].

Growth curves values for S,Pf; calculated from the DModel and Gompertz equations, in Seed broth and nutrient broth

Medium

S,Pf; Growth curve values

Seed broth

Nutrient broth

D Model fitting

Gompertz model fitting

D Model fitting Gompertz model fitting

Initial inoculum density YO(OD600) 0.01
Growth rate pmax (OD.min-1) 0.0056
Generation time tq (min) 123.1272
Lag phase A (min) 229.4436
Predicted maximum density YEnd 1.6406
Standard error of fitting se(fit) 0.0633
R? 0.99191

0.01 0.01 0.01
0.0063 0.0029 0.0034
109.2576 235.6702 198.3834
241.3809 126.8145 183.8788
1.6847 2.0971 2.0915
0.0551 0.0956 0.0595
0.99399 0.98171 0.99293
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Figure 9: Bacterial growth curves of S,Pf; on nutrient broth (NB) (according to observed
ODdata, DModel data fitting, and Gompertz model data fitting)

4.  Conclusion

The tested rhizobacteria Pseudomonas aeruginosa
Pa2 and Burkholderia cepacia S2Pfl showed
antagonistic activity against FORL. The investigation of
their ability to produce several secondary metabolites
involved in biocontrol (salicylic acid, hydrogen cyanide,
rhamnolipids, chitinases, and cellulases) showed good
potential, with a slight advantage for the strain
Burkholderia cepacia S2Pf1, encouraging us to consider
their possible use under field condition. The Kinetic
study of the later has proven the ability of this strain to
easily reach high densities in both nutrient and Seed
broths, with a maximum growth rate value of
0.0063 OD.min? in the Seed broth, and a predicted

maximum density of 2.0915 in the nutrient broth (values
given by the Gompertz model). The potential of such
strains for protecting tomato crops should be investigated
in vivo to highlight their ability to limit damages caused
by FORL, in addition to other pathogens as well as an
effective substitute for chemical pesticides, presenting
risks to human health and the environment.
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Abstract

Cette étude est consacrée a la détermination de la capacité de 5 souches autochtones de groupe fluorescent des Pseudomonas et
une souche de référence CHAO a produire des sidérophores. Les 5 souches testées ont été isolées de la rhizosphére de ’olivier cultivé
dans la région de Bouira (localisée au nord algérien). Les tests d’évaluation de la production des sidérophores ont été réalisés dans cinq
milieux de culture différents a savoir le succinate (SM), le King B, le milieu PD, le milieu CAA et le milieu TSB. Les résultats obtenus
confirment que 1’ensemble des souches testées ont la capacité de produire des sidérophores sur le milieu succinate (MS) avec des
intensités de production variable d’une souche a une autre. L'influence de certains facteurs tels que 1’assimilation du fer ajouté, sous
forme de FeCls a différentes concentrations, le pH, et le type de sucre sur la production des sidérophores a été également testées. Nous
avons remarqué que 1’absence de fer dans le milieu, a des pH neutre (7) en présence de fructose comme source de carbone assure les
meilleurs taux de production. Plusieurs méthodes ont été utilisées pour la détection des sidérophores tels que les tests chimiques et
biochimiques par I’électrophorése SDS-PAGE. Ces méthodes ont permis de conclure que la plupart des sidérophores synthétisés par
nos souches sont de type hydroxamate. D’autre part, I’infrarouge (IR) a été utilisée pour la détection du groupement fonctionnel des
pigments responsables de la fluorescence (les chromophores) qui sont dans notre cas trés riche en groupement OH, NH, cycles
benzoiques, acide carboxylique COOH ce qui confirme la synthése des sidérophores de type hydroxamates et plus précisément la
classe des pyoverdines. L’évaluation qualitative de 1’activité antifongique des sidérophores produits par les différentes espéces de
Pseudomonas fluorescents a I’encontre de Verticillium dahliae a montré des taux d’inhibition qui varient de 25 a 48%.

Mots-clés : Olivier ; Pseudomonas spp. fluorescents ; Sidérophores ; Verticillium dahliae ; Pyoverdines.

Bioassay, characterization and estimation of siderophores from some phytobenefical fluorescent Pseudomonas.
Abstract

We studied the capacity of 5 indigenous strains of fluorescent group of Pseudomonas isolated from the rhizosphere of the olive
tree cultivated in the region of Bouira (Algeria), and a reference strain CHAO to produce siderophores in the culture media tested
namely succinate (SM), King B, PD, CAA et TSB medium. The results obtained confirm that all of the strains tested have the capacity
to produce siderophores on the succinate medium (MS) without added iron, with production intensities varying from one strain to
another. The influence of certain factors such as the culture medium, and the assimilation of the added iron, in the form of FeCls at
different concentrations, the pH, and the type of sugar added in the culture medium on the production of siderophores has been also
tested. We have noticed that the absence of iron in the medium, at neutral pH (7) in the presence of fructose as a carbon source ensures
the best production rates. Several methods have been used for the detection of siderophores such as chemical and biochemical tests by
SDS-PAGE electrophoresis. These applied identification methods made it possible to conclude that most of the siderophores
synthesized by our strains are of the hydroxamate type. While infrared (IR) was used for the detection of the functional group of
pigments responsible for fluorescence (chromophores) which in our case are very rich in group OH, NH, benzoic cycles, carboxylic
acid COOH which confirms the synthesis of siderophores of the hydroxamate type and more precisely the class of pyoverdines. The
qualitative evaluation of the antifungal activity of siderophores produced by the different species of fluorescent Pseudomonas against
Verticillium dahliae has shown inhibition rates which vary from 25 to 48%.

Keywords: Olive trees; Fluorescents Pseudomonas; Siderophores; Verticillium dahliae; Pyoverdin.
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1. Introduction

Le fer est un élément important pour presque tous
les organismes vivants étant impliqué dans beaucoup de
processus métaboliques. Cependant, le fer n'est pas
aisément disponible pour la plupart des micro-
organismes bien que ce ne soit pas un élément rare,
étant le quatriéme d'abondance dans la crodte terrestre.
Dans le sol et a la valeur du pH 7, il régne sous forme
d’hydroxyde ferrique (Fe(OH)s). La concentration de
Fe** libre est au mieux 107 mol.L? tandis que les
microorganismes ont besoin de 10 mol.L™? [1]. Pour
les microorganismes le fer est fortement lié aux
protéines [2]. Il s’implique dans différentes fonctions de
I’organisme comprenant la réduction de l'oxygéne pour
la synthése de I’ATP (Adénosine triphosphate),
réduction de précurseurs de ribonucléotide d’ADN, ainsi
que pour la formation du I’héme et pour d'autres buts
essentiels [3]. Les microorganismes ont donc développé
des systétmes d’acquisition de fer spécifiques et
performants pour assurer leur survie par la sécrétion de
sidérophores [4-8].

Les sidérophores, sont des molécules de faible poids
moléculaires, produites par les bactéries et les
champignons, avec une forte affinité pour chélater le fer
ferrique. 1ls sont synthétisés et sécrétés par beaucoup de
micro-organismes en réponse aux carences de fer [4],
ces composés se lient avec le Fe®, et le transportent
dans la cellule microbienne par des récepteurs
membranaires spécifiques afin de le solubiliser [3].

Ces derniers sont utilisés pour assurer la nutrition en
fer des microorganismes. Ils sont produits par presque
tous les microorganismes, procaryotes ou eucaryotes
étudiés, a I’exception de Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus neoformans et Candida albicans. Parmi
les 500 sidérophores identifiés jusqu’en 2016, seules
ces trois espéces microbiennes ne produisent pas elles-
mémes des sidérophores, mais elles possédent la
machinerie moléculaire permettant [’utilisation de
sidérophores sécrétés par d’autres microorganismes,
nommés alors xénosidérophore [9,10].

Parmi les bactéries productrices des sidérophores les
Pseudomonas spp. fluorescents, qui sont des bactéries

rencontrées dans I’eau et dans le sol particuliérement,
au niveau de la rhizosphére. Dans ce dernier milieu,
deux espéces de groupe fluorescents des Pseudomonas
a savoir ; P. fluorescens et P. putida, sont prédominants
et peuvent constituer plus de 60 % de la flore
bactérienne [11]. Elles ont développé une stratégie
active pour la prise de fer, cette stratégie est basée sur
des sidérophores (appelé souvent pyoverdine qui
montrent une affinité élevée pour le Fe3* [5].

Des études menées actuellement, notamment sur le
groupe fluorescent des Pseudomonas qui sont des
bactéries & Gram-négatif, permettent d’accroitre
progressivement nos connaissances sur les mécanismes
permettant a ces microorganismes d’assimiler les
quantités de fer nécessaires a leur prolifération [8, 12].

L’objectif de la présente étude est basé sur (i) la
détection, et 1’identification d’un métabolite secondaire,
les sidérophores, synthétisés par différentes souches de
Pseudomonas spp. fluorescents isolées a partir de sol
rhizosphérique de I’olivier, et (ii) leurs capacités
d’assimiler le fer dans les conditions de carence en
créant dans le milieu une compétition trophique vis-a-
vis de cet élément, (iii) la recherche d’une éventuelle
activite antifongique contre le Verticillium dahliae
agent de la verticilliose vasculaire de I’olivier.

2. Matériel et Méthodes
2.1. Les souches bactériennes

Pour la réalisation des différentes expériences, 5
souches bactériennes du genre Pseudomonas (T23, T27,
T33, T34 et T49) sont utilisées, ces souches ont été
isolées a partir de la rhizosphére de 1’olivier cultivé
(Olea europeae pv. europeae) sur le milieu King B [13].
Une souche de référence CHAO (Swiss, Pr. Keel) a
également été utilisée pour interpréter et comparer les
résultats. Le tableau 1 représente les caractéristiques
moléculaires effectuée par le séquencage de I’ADN 16S
des isolats de Pseudomonas utilisés dans la présente
étude [14].
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Tableau 1

Identification moléculaire des souches de Pseudomonas spp. fluorescents utilisées dans notre étude

Souches bactériennes Code d’accession

Identification Pourcentage de similarité

T23 LN849713 Pseudomonas plecoglossicida 99 %
T27 LN849714 Pseudomonas fluorescens bv. 111 100 %
T33 LN849715 Pseudomonas chlororaphis 99 %
T34 HG810923 Pseudomonas putida 100 %
T49 LN849712 Pseudomonas fluorescens bv. 11 100 %

2.2. Les souches fongiques

Il s’agit d’un champignon phytopathogéne, du genre
Verticillium, isolé des branches et des rameaux
d’oliviers (variété Chemlal) dans la région de Bouira?,
commune de M’chedallah (36°21'55" Nord,
4°16’15" Est, Altitude 481 m). Le climat est chaud et
sec en été, froid et pluvieux en hiver. La pluviométrie
moyenne est de 660 mm.an™ au nord et de 400 mm.an*
dans la partie sud. Les températures varient entre 20 °C
et 40 °C de mai a septembre et de 2°C a 12 °C de
janvier a mars. Les sujets choisis présentaient les
symptomes de la maladie (jaunissement et défoliation).
Le champignon isolé a été identifié en utilisant la clé
d’identification proposée par Agrios [15], et en utilisant
des primers spécifiques de pathotype défoliant et non
défoliant pour I’identification moléculaire [14].

2.3. Mise en évidence de la production des
sidérophores

La production des sidérophores a été mise en
évidence par la technique de Pérez-Miranda et al. [16],
sur le milieu Succinate-Agar (MS) (K:HPO., 60);
(KH2POs4, 30); (MgSOs, 0,20); ((NH4)2S04 10);
Acide succinique ((C4HsOs), 4 g) et le milieu B de King
((Peptone 209); (K:HPOs, 1,5¢0); (MgSOs, 1,50);
(Glycérol 15mL). Ces derniers sont préparés sans
addition de sulfate de fer. Pour éliminer toute trace de
fer, un volume de milieu de culture est mélangé avec un
volume équivalent de 8-hydroxyquinoline a 3%
(préparé dans le chloroforme). Le mélange a été agité et
conservé a 4 °C pendant une nuit. Ensuite la phase
aqueuse a été récupérée aprés décantation. Pour
éliminer les traces de 8-hydroxyquinoline, la phase
récupérée a été lavée deux fois avec le chloroforme, le
milieu de culture a été ensuite porté a ébullition sous

1 Wilaya de Bouira : Circonscription administrative

une hote chimique pour éliminer les traces de
chloroforme, ensuite puis les cultures ont été incubées
pendant 18 h a 28 °C. L’observation des pigments
jaunes verdatres fluorescents été bien visible sous
lumiére ultraviolette (A=350 nm) ou a I’eeil nu ce qui
confirme la production des sidérophores.

2.4. Evaluation guantitative de la production des
sidérophores

L’évaluation de la production des sidérophores a été
testée sur 5 milieux de culture liquide différents : KB ;
PDB ; MS ; CAA et TSB. Chaque milieu a été distribué
dans des tubes a essai stériles a raison de 15 mL par
tube [17].

1mL de la suspension bactérienne préparée
préalablement a partir d’une culture bactérienne agée de
18 a 24 h, a été ajouté. Les concentrations ont été
ajustées a DO 0,3 a I'aide d’un spectrophotometre a
540 nm, ensuite les cultures liquides ainsi préparées ont
été incubées a 28 °C pendant 48h. Trois répétitions ont
été retenues. Le témoin négatif était représenté par un
milieu sans inoculum, alors que le témoin positif était
représenté par la souche de référence P. fluorescens
CHAO. La lecture a été effectuée a I’aide d’un
spectrophotometre.

Les résultats ont été exprimés par la mesure de la
concentration a deux longueurs d’onde: A =600 nm
dont la lecture permetait 1’évaluation de la masse
bactérienne et une deuxiéme lecture avec une longueur
d’onde X =400 nm, et ce, aprés centrifugation a une
vitesse de 6000 tr.min* pendant 20 minutes pour
chaque culture. La production des sidérophores a été
calculée selon le rapport de la densité optique (DO)
décrit par Meyer et Abdellah [17]:
DO (A =400 nm)/DO (A = 600nm)
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2.5. Détection et identification des sidérophores

Les cultures bactériennes de 18 h cultivées sur le
milieu succinate solide été inoculées dans des tubes a
essai contenant le milieu succinate liquide. Apres
incubation, sous agitation a 120 tr.min pendant 48 h a
28 °C, les cultures obtenues ont été soumises a une
centrifugation a 4000 tr.min"t a 4 °C pendant 15 min. La
caractérisation des sidérophores a été effectuée a partir
des surnageants concentrés par plusieurs méthodes.

2.5.1. Méthodes chimiques

Les sidérophores ont été divisés en trois groupes
chimiques, les hydroxamates, les catécholates et les
carboxylates ou une mixture des trois groupements. Des
tests spécifiques ont été utilisés pour leurs révélations.

La détection des hydroxamates a été réalisee selon la
méthode de Neilands [18]. La production des
sidérophores a été quantifiée directement par la mesure
de I’absorbance lors de la complexation de chlorure
ferrique avec le fer. Ces ferri-sidérophores sont
généralement de couleur rouge-orangée. La mesure
d’absorbance a été effectuée a 450 nm.

La Détection des Catécholates a été effectuée selon
le test d'Arnow [19]. Ce test est basé sur la réaction du
groupement catécholate en présence de nitrate de
molybdate qui donne une coloration jaune en milieu
acide suivie en milieu basique d’un virage au rouge.
L’apparition d’une couleur rose indique la présence des
catéchols. Le dosage des catéchols s’est effectué par
spectrophotométrie a A = 515 nm.

Enfin, la détection des carboxylates a été réalisée
selon la méthode de Shenker et al. [20] ; 1 mL de
CuSO4 (250 uM) et 2 mL de tampon acétate (pH 4),
sont additionnés a 1 mL de filtrat. Le complexe
cuivreux formé présentait un maximum d’absorption
entre 190 et 280 nm.

2.5.2. Détection de poids moléculaire des
sidérophores

Les protéines sont quantifiées par la méthode de
Bradford, et font 1’objet d’une électrophorése selon la
méthode de Laemmli [21].

Les culots cellulaires ont été soumis a une
sonication (Soniprep 150 MSE) a 10 uM pendant 30 s
(opération a été répétée 5 fois). Pour une purification

partielle des protéines solubles, les surnageant ont été
récupérés apres centrifugation (13 200 rpm/45mn a
4 °C). La précipitation des protéines était alors effectuée
par saturation a 50 % avec du sulfate d’ammonium, et
une incubation pendant une nuit a 4 °C. Le précipité
protéique a fait lobjet d’une dialyse (Vivaspin
Concentrators de Millipore), par solubilisation dans
1mL de tampon Tris-HCI 0,125M (pH 6,8). La
détection des bandes protéiques a été est révélée par la
méthode conventionnelle au Bleu Brillant de Coomassie
R-250 sur SDS-PAGE avec un gel a 5% de
polyacrylamide [22].

2.5.3. Détermination des groupements
fonctionnels (La spectrophotométrie
Infrarouge)

Les surnageants des cultures de Pseudomonas ont
subis une évaporation sous vide a I’aide d’un rota-
vapeur pour des investigations complémentaires
concernant la détection des pigments responsable de la
fluorescence des sidérophores par I’infrarouge (IR)
[23].

Les spectres IR ont été réalisés a 1’aide d’un
spectrométre JASCO FT /IR- 4100, dans la gamme 400
a 4000 cm™. La lecture des résultats a été effectuée a
I’aide d’un ordinateur par affichages graphiques.

2.5.4. Mise en évidence de [’activité antifongique

L’évaluation qualitative de 1’activité antifongique
des sidérophores a été réalisée selon Backer et Cook
[24], sur le milieu PDA. Cette méthode consiste a
estimer ’inhibition de la croissance mycélienne d’un
isolat de Verticillium dahliae (pathotype défoliant) par
la méthode de diffusion sur milieu gélosé.

A partir d’une culture jeune et pure du champignon
phytopathogéne Verticillium dahliae, deux a trios
fragments de la culture fongique ont été prélevés et
placés a la périphérie des boites de Pétri contenant le
milieu PDA préalablement ensemencé par les
surnageants des différentes souches bactériennes. Les
boites témoins ont été préparées par I’introduction des
fragments des cultures de V. dahliae dans des boites de
Pétri contenant le milieu PDA. Les boites ont ensuite
été placées pendant 4 h au réfrigérateur afin de stimuler
la diffusion des sidérophores, puis a 1’étuve a 28 °C
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pendant 5 a 7 jours. Le pourcentage d'inhibition a été
calculé selon la méthode de Rappilly [25] :

1(%)= [Dn/Dg]x100

D, : Diamétre (cm) de la zone d'inhibition (halo) autour
de la colonie fongique.
Do : Diamétre de la boite de pétri en cm.

2.6. Effet de quelques facteurs limitants sur la
synthése des sidérophores

2.6.1. Effet de la concentration de fer :

La biosynthése et la sécrétion des sidérophores sont
fondamentalement régis par plusieurs facteurs dont la
concentration en fer est la plus importante. Le fer sous
forme de FeCl; a été additionné au milieu succinate, a
différentes concentrations: 0; 50; 100 et 150 pM.
Apres inoculation des différentes souches bactériennes,
une incubation a 28 °C pendant 48 h a 120 tr.mn a été
faite. La lecture des résultats a été faite selon la
méthode de Meyer et Abdellah [17].

2.6.2. Influence de pH

L'effet du pH (5, 7, 10) sur la production de
sidérophores a été étudié dans le milieu succinate en
ajustant le pH avant l'inoculation avec 1 N de HCI ou
1 N de NaOH en maintenant toutes les autres conditions
constantes [26]. La lecture des résultats a été faite selon
la méthode de Meyer et Abdellah [17].

2.6.3. Influence de type de sucre

Afin d'examiner l'effet de différentes sources de
carbone sur la croissance et la production des
sidérophores, chaque 100 mL de milieu SSM ont été
complétés séparément avec 5g chacun de glucose,
maltose, et fructose. Apres cela, nous avons procédé a
la lecture des résultats selon la méthode de Meyer et
Abdellah [17].

3. Résultats et discussion

3.1. Mises en évidence et évaluation de la
production des sidérophores

Sur le milieu SSM et le milieu King B, toutes les
souches ont émis un pigment fluorescent soluble dans

I’eau qui diffusait rapidement dans le milieu gélose
(Figure 1).

Figurel. Aspect macroscopique de souches de Pseudomonas spp.
fluorescents cultivées sur le milieu SSM. A observé a I’eeil nu, B
observé sous lumiere UV a 350 nm.

3.2. Evaluation quantitative des sidérophores

Les souches testées ont montré des intensités de
production des sidérophores variables. Cela est liée a la
nature de milieu de culture et & la diversité structurale
du génome des espéeces productrices.

D’aprés les résultats des tests effectués, 1’ensemble
des souches ont montré une capacité plus au moins
importante sur la base de synthése du pigment
fluorescent diffusable (Tableau 2). Nous avons
remarqué une croissance bactérienne (évaluée par la
mesure de la densité optique) assez élevée dans tous les
milieux de culture testés dont la DO dépasse 1, a
I’exception de milieu PDL dont la DO était en moyenne
de I’ordre de 0,7. Les souches étudiées ont montré des
niveaux de synthese de sidérophores appréciables sur
milieu MS, mais leur croissance était relativement
faible. Dans le milieu KB nous avons noté une
production appréciable de sidérophores, avec une bonne
croissance ainsi que pour le milieu CAA. Sur le milieu
TSB, ou la croissance était relativement importante, la
production de sidérophores était pratiquement trés
faible. En fin, sur le milieu PDL, les deux parametres
étudiés, le taux de croissance et la production des
sidérophores étaient faible.

La production maximale des sidérophores a été
observée dans le milieu succinate (MS) avec des
quantités de production allant de 35 pg.L™? enregistrée
chez la souche de référence CHAO et la souche locale
T34, jusqu'a 46 ug.L* chez la souche T23. Le milieu
King B arrive en deuxiéme position avec le milieu
CAA, le taux de production différe d’une souche a
I’autre selon la nature du milieu ; par exemple sur le
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milieu B de King, une production maximale de (23 pg.L ™), les souches T34 et la souche de référence
35,5 pug.L* est observé chez la T34 suivi de la souche CHAO avec des productions de 1’ordre de 16 et
T49 et la souche de référence CHAQO avec une 15 pg.L™? respectivement. Les résultats sur les milieux
production moyenne de 13 pg.Lt. Par contre sur le PDB et TSB étaient relativement faibles, pour
milieu CAA, la production maximale est observée chez I’ensemble des souches ne dépassent pas 15 pg.mL™.

la souche T33 (28,5ug.L') et la souche T23

Tableau 2
Evaluation quantitative de la production des sidérophores par les différentes souches de Pseudomonas dans les trois milieux de culture testés (SSM, KB
et PD).

Production de sidérophores pg.L*

Souches King B MS PDB TSB CAA
CB PS CcB PS CB PS CB PS CB PS
T23 1,445 19 1,134 45,925 1,782 10,37 0,754 11,222 1,126 22,666
T27 1,239 16,74 1,09 42,222 1,435 4,592 0,891 12,481 1,373 12,925
T33 1,248 9,777 1,661 43,888 1,492 7,63 0,821 9,37 1,432 28,481
T34 1,663 35,481 1,477 35,296 0,917 6,62 0,638 4,518 1,185 15,888
T49 1,32 13,37 1,087 36,37 1,78 14,74 0,798 11,925 1,74 14,333
CHAO 1,818 12,851 1,524 34,962 1,677 11,37 0,806 13,148 1,298 15,444

CB : Croissance bactérienne estimée a 540 nm ; PS : Production de sidérophores en ug.L*

3.3. Détection de la nature chimique des Cinquante pourcent (50%) des souches testées
sidérophores produits produisent des sidérophores de types hydroxamates
(3/6) a savoir la T27, la T49 et la souche de référence
A la lumiére des résultats obtenus, nous avons CHAO. Deux seulement, la T23 et la T33 produisent les
constaté que les souches étudiées produisent différents sidérophores de type catécholates (2/6 isolats) alors
types de sidérophores. qu’une seule souche la T34 est productrices de
carboxylates (1/6) (Tableau 3).
Tableau 3
Détection de la nature chimique des sidérophores produits par les Pseudomonas spp
Hydroxamates Catécholates Carboxylates
Isolats bactériens Test de FeCls (a 2 %) Test Csaky Test d’Arnow Test FeCls Test de Shenker
Couleur Pic & 420-450 nm Couleur Couleur Pic a 515 nm Couleur Pic a 190-280 nm
T23 - Nd - Rose 0.290 Nd 0.190
T23+ - Nd - - Nd Nd Nd
T27 Pourpre 0.493 Rouge - 0.401 Nd 0.266
T27* - Nd - - Nd Nd Nd
T33 - 0.331 - Rose 0.350 Nd 0.193
T33* - Nd - - - Nd Nd
T34 - Nd - - 0.109 Jaune-vert* 0.103
T34* - Nd - - Nd Nd Nd
T49 Pourpre 0.525 Rouge - 0.505 Nd 0.500
T49* - Nd - - Nd Nd Nd
CHAO Pourpre 0.500 Rouge - 0.493 Nd 0.465
CHAO* - Nd - - Nd Nd Nd

+ : Culture en présence de FeCls. ; Nd : Non détectable ; - : Absence de coloration ; * : Témoin négatif bleu.
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3.4. La détection des poids moléculaires des
sidérophores

Lorsque les cellules microbiennes pergoivent une
carence en fer, l'expression des genes codant les
enzymes nécessaires a la synthése et au transport des
sidérophores est activée. Le gel de migration a révélé la
présence d’une seule bande avec une forte intensité, au
méme niveau presque que la souche de référence CHAO
qui possede des sidérophores d’un poids moléculaire
aux alentours de 10° Da®, dans notre cas 950 Da
(Figure 2).

950 DA

CHAO T23 127 T33 T34

Figure 2. Le profil électrophorétique des sidérophores produits sur gel
polyacrylamide par les souches de Pseudomonas spp. fluorescents.
(CHAO ; T23, T27, T33 et T34)

3.5. Détection des groupements fonctionnels
(chromophores) des sidérophores

Les résultats obtenus ont été traités avec deux
logiciels Essential FTIR® et Specamp®©. Les figures ci-
dessous montrent les différents  groupements
chromophores détectés chez les souches T23, T33, T27
et T34.

L’étude du spectre de la souche T23, révéle la
présence de plusieurs bandes caractéristiques des
groupements chromophores spécifiques des
sidérophores : une bande fine au-dela de 980 cm™ qui
correspond & la liaison N-H ; une deuxiéme bande forte
et fine entre 1046 a 1145cm™ qui correspond aux
liaisons C-O et C=N; et 3 bandes de forte intensité
correspondant a la liaison C=C (cycle benzoique) entre
1300 a 1480 cm™. Une bande trés forte correspond a la
liaison C=0 entre 1570 a 1750 cm* et une autre bande
moyenne et large de fonction OH libre entre 2900 et

2 Da (Dalton) équivaut 1 g/mol.

3200 cm™. Ces deux bandes correspondent a 1’acide
carboxylique R-COOH, et la liaison C=0 correspondant
au groupe carbonyle, car elles sont confondues. Ce
dernier donne une bande de vibration trés légérement
plus haute en nombre d’onde que celle du groupe
carboxylique. Une autre bande trés large entre 3200 et
3600 cm™* correspond au groupement OH de 1’alcool R-
OH.

L’étude du spectre de la souche T33 montre qu’il
existe les mémes bandes caractéristiques que 1’extrait de
la souche T23, mais on remarque de plus la présence
d’une multiple bande trés fine de C=C (aromatique)
entre 1287 et 1576 cm? et une harmonique des
vibrations du cycle benzoique entre 1900 et 2300 cm™,
et entre 2300 a 2400 cm* (Figures 3 et 4).
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Figure 3. Spectre infrarouge de I’extrait de la souche T23

Le spectre infrarouge de la souche T27 est le méme
que celui de la souche T33, les mémes bandes
d’absorbance sont affichées avec une intensité qui
difféere plus ou moins. Nous avons remarqué la présence
d’un cycle benzoique fonctionnel et caractéristique trés
large, avec une haute absorbance. Ce cycle se situe a
une longueur d’onde entre 1950 et 2300 cm™. Dans le
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Figure 6. Spectre infrarouge de ’extrait de la souche T34
4. Résultats de D’activité antifongique

Les surnageants des cultures des Pseudomonas spp.
productrices de sidérophores ont montré des activités
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Figure 4. Spectre infrarouge de I’extrait de la souche T33

spectre de la souche T34, la bande de liaison C=0 de
groupe carbonyle (cercle rouge) apparait trés claire que
celle de groupement carboxyle (cercle vert) se situant
entre 1500 et 1586 cm™. Les autres bandes sont les
mémes que celles des autres graphes, il n’y’a que
I’intensité qui est différente (Figures 5 et 6).

£00 0 2 100
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Figure 5. Spectre infrarouge de ’extrait de la souche T27

antagonistes variables envers le champignon testé
(Figure 7).
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Figure 7. Photos montrant I’activité antagoniste des surnageants des cultures de Pseudomonas sur V. dahliae

Aprés 5 jours d’incubation, le sidérophore de la
souche T27 a montré un taux d’inhibition important de
47,9 %, suivi de la souche T49 avec un taux de 45,3 %.
Les souches T23 et T33 viennent en deuxiéme position
avec des taux d’inhibition de 32,3 et 30,8%
respectivement. La souche T34 a montré le taux
d’inhibition le plus faible (25,58 %). La souche de
référence CHAO a montré un taux d’inhibition de 28 %.
d’inhibition montre la capacité des
Pseudomonas spp. fluorescents et ces sidérophores a
inhiber le champignon phytopathogene V. dahliae
(Figure 8).
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Figure 8. Effet des surnageant de cultures des Pseudomonas spp
fluorescents sur la croissance mycélienne de Verticillium dahliae

Tableau 4
Effet de la concentration de fer sur la production des sidérophores

5. Effets de différentes conditions de culture sur la
production de sidérophores

L’étude des facteurs influencant les conditions de
biosynthése des sidérophores en milieu liquide a été
réalisée dans le but d’optimiser leur production.
Différents parameétres ont été étudiés tels que le pH (5,
7, 10), la concentration de fer dans le milieu (0, 50, 100,
150 uM), et la source de carbone (de glucose, maltose,
fructose).

L’incorporation des ions Fe®*, apportés sous forme
de FeCls, a influencé la production de sidérophores chez
les souches étudiées. A croissances relativement égales
de souches dans le milieu MS et MS+ FeCls, la synthése
des sidérophores a nettement régressé dans ce dernier
(Tableau 3), de méme que le type de sidérophores
(Tableau 4).

Production de sidérophores pg.L*

Souches
[Fecl3] =0 uM [FeClI3] = 50 pM [FeCI3] = 100 pM [FeCI3] = 150 uM
T23 1,240 (45,925)° 0,371 (23,629) 0,965 (13,777) 1,359 (13,555)
T27 1,140 (42,222) 0,458 (19,629) 0,946 (16,962) 1,126 (13,074)
T33 1,185 (43,888) 0,321 (23,740) 0,613 (11,888) 1,682 (9,629)
T34 0,874 (35,296) 0,404 (31,407) 0,796 (14,962) 1,522 (8,481)
T49 0,982 (36,370) 0,442 (26,185) 1,241 (16,370) 1,753 (15,703)
CHAO 0,944 (34,962) 0,557 (31,111) 0,922 (20,629) 1,827 (8,555)

a : croissance bactérienne 2 540 nm ; b : quantité de sidérophores en pg.L ™

Citation : BENZINA TIHAR F., OULEBSIR-MOHAND KACI H., HAMID S., REGHMIT A-E et SAHIR-HALOUNE F., Détermination et
caractérisation des sidérophores synthétisés par quelques souches de Pseudomonas spp. fluorescents phytobénéfiques, Revue Nature et Technologie, 13
(1) (2021) : 39-52. https://www.asjp.cerist.dz/en/Articles/47



https://www.asjp.cerist.dz/en/Articles/47

48  Détermination et caractérisation des sidérophores synthétisés par quelques souches de Pseudomonas spp.
fluorescents phytobénéfiques

Le pH joue un réle important dans la solubilité et la
disponibilité du fer dans le milieu. Diverses valeurs du
pH ont été prises. On a remarqué que les pH acide (4) et
alcalin (10) influencait largement la synthése des
sidérophores. Le rendement maximum en sidérophore a
été obtenu a pH 7 avec une production de 46 pg.L?
enregistrée par la souche T23 (Tableau 5).

Les résultats montrent que tout apport en fer dans le
milieu de culture diminue la quantité des sidérophores
produite, une concentration supérieure ou égale a
150 umol.L™ entraine presque une absence de sécrétion
de sidérophores. En paralléle, une absorbance maximale
(1,827) pour la souche CHAO a été détectée a une
longueur d’onde de 540 nm & une concentration de
150 pMol.L* avec une production de sidérophores qui
ne dépasse pas 8,55 ug.L. Ceci explique le fait que fer
soit un facteur limitant de la synthese des sidérophores
mais il n’influence nullement la croissance bactérienne.

Tableau 6

Effet de la nature de sucre sur la quantité de sidérophore produite en (ug.L™)

Tableau 5
Effet de pH sur la production des sidérophores

Quantité des sidérophores (ug.L?)

Souches

pH=5 pH=7 pH =10

T23 17,222 45,925 20,407
T27 14,851 42,222 15,370
T33 12,925 43,888 27,888
T34 13,851 35,296 27,777
T49 9,888 36,370 16,222
CHAO 16,185 34,962 16,518

L’effet de sucres utilisés a montré une bonne
multiplication sur le milieu MS additionné de fructose,
suivi en deuxiéme position par le glucose ensuite du
maltose. Ceci peut étre expliqué par 1’assimilation rapide
de fructose et glucose comme source de carbone (Tableau
6).

Quantité des sidérophores (ug.L?)

Souche/Sucre
Maltose Fructose glucose
T23 0,5327 (12.592)° 0,573 (32,148) 0,320 (17,296)
T27 0,615 (28.625) 0,638 (17,518) 0,689 (14,148)
T33 0,462 (11.518) 0,591 (19,518) 0,751 (10,222)
T34 1,069 (25.222) 1,582 (40,518) 1,004 (17,259)
T49 0,438 (16,250) 0,373 (16,222) 0,573 (20,037)
CHAO 0,522 (9.888) 0,419 (13.925) 0,470 (15,518)

a : croissance bactérienne a 540nm ; b : quantité de sidérophores en pg.L*

6. Discussion

Dans des conditions limitant en fer, les
microorganismes ont  développé des systémes
d’acquisitions du fer spécifiques et performants pour
assurer leur survie et de s’adapter a leur environnement,
il s’agit de la sécrétion de sidérophores, qui ont
une haute affinité pour le (Fe*3). Puisque la synthese de
sidérophores est réglée par le fer et souvent influencée
par d'autres facteurs environnementaux, les conditions
de croissance sont importantes pour maximiser leurs
productions. La meilleure synthése de sidérophores a
été révélée dans les milieux SM et KB, considérés
comme carencés en fer, a travers la production d’un
pigment fluorescent diffusible dans le milieu.

La couleur de la fluorescence émise sous 1’influence
d’une lampe a rayons ultraviolets pouvait varier
grandement (bleu, vert, jaune), non seulement en
fonction de la souche, mais aussi selon I’dge de la
culture. On congoit donc que la variabilité de la couleur
de la fluorescence ne dépend pas seulement de la
structure moléculaire des pigments émis, mais aussi de
I’environnement dans lequel ils sont produits.
Néanmoins, une étude structurale de ces pigments
pourrait étre trés utile en tant que critére taxonomique
[11].

La totalité des souches sont sélectionnées sur la base
de la synthése d’un pigment fluorescent diffusible sur le
milieu succinate (SM). Dans le but de détecter ce type
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de composés, plusieurs techniques basées sur les
propriétés chimiques ont été utilisées. Tous les isolats
produisent des hydroxamates révélés par le test de
FeCl; et le test de Csaky, alors que la production de
catécholates, de carboxylates n’a été observée que chez
les isolats T23, T33 et T34. Il existe d’autres types de
sidérophores non fluorescents, qui jouent un réle dans la
survie des bactéries tels que la pyocheline et
pseudomanine chez P. aeruginosa [3, 27-30].

La synthese de sidérophores n’a été révélée en forte
quantité que dans les milieux MS, KB et CAA,
considérés comme carencés en fer, a travers la
production d’un pigment fluorescent diffusible dans le
milieu. Le succinate est employé par le groupe
fluorescent des Pseudomonas plus efficacement dans la
synthése de sidérophore que dans la croissance,
vraisemblablement due & l'influence du succinate dans
la synthése de ce métabolite. Cette proposition est basée
sur la structure de pyoverdine, en laquelle la partie 3-
amino du chromophore est substitué avec divers
groupes d'acyle dérivés du succinate, malate ou a-
cétoglutarate [31, 32].

Le milieu King B est considéré comme sélectif pour
les Pseudomonas spp. fluorescents [13]. Ce constat a
été aussi rapporté par Meyer et Abdallah [17]. Les
milieux synthétiques sont mieux conseillés pour la
production de sidérophores afin de pouvoir éliminer
toute source de fer.

Sur le milieu PDL et TSB la production des
sidérophores était faible dii & la nature des milieux qui
est semi synthétique contenant des concentrations
variables en fer dans leurs composés naturels ; la
pomme de terre pour le milieu PD et la peptone de soja
pour le milieu TSB. De plus sur le milieu PDL, la
croissance bactérienne (mesurée en densité optique)
était en moyenne de 1’ordre de 0,7 ce qui peut étre
expliqué par le fait que le milieu PDL contient une
quantité limitée en glucose, et que la source majoritaire
de carbone qui est I’amidon soit assez complexe et donc
la bactérie doit synthétiser de ’amylase pour qu’elle
puisse se développer sur ce milieu.

Les souches du groupe P. fluorescens-putida
utilisaient plus les acides organiques (66 %), un peu
moins les acides aminés (44 %) et peu les sucres
(seulement 28 % des carbohydrates testes étaient
utilisés) [33].

La croissance de Pseudomonas spp. fluorescents
dans le milieu liquide au succinate (qui n'est pas
supplémenté par le fer) a été accompagnée de
I'excrétion du sidérophores qui a cessé pendant que la
culture entrait dans la phase stationnaire. Aparna et al.
[34] ont indiqué que la production de sidérophore par P.
fluorescens commence aprés 6 heures de croissance et
atteint la productivité maximum (96 %) aprés 24 h.

L'addition de Fe®* au milieu de culture a presque
doublé la croissance bactérienne mais la production de
sidérophores est réprimée. Nos résultats sont similaires
a ceux de Meyer et Abdallah [17] qui ont testé 1’effet du
fer sur la production de pyoverdine produite par
P. fluorescens. Quand Fe®* est inférieur a 200 uM, il y
avait un rapport inverse entre la teneur en fer de milieu
et la quantité de pigments synthétisés.

Un autre paramétre a été étudié, il s’agit du pH qui
joue un rdle primordial dans la synthése des
sidérophores. Nos résultats ont montré que la variation
de pH et I’apport ionique peuvent influencer la synthése
in vitro des sidérophores chez les souches de
Pseudomonas testées.

La production de sidérophores est retardée lorsque
le milieu est a pH = 5. En effet, ’acidification du milieu
rend le fer plus soluble dans I’eau et donc plus
facilement assimilable par la bactérie qu’en milieu
basique. Ainsi, en milieu acide le stress ferrique auquel
a été soumis Pseudomonas spp. fluorescents a diminué,
sachant que les pH acides sont défavorables a la
croissance bactérienne. Par contre, en milieu basique
(pH =10), ou le fer ferrique est moins soluble,
Pseudomonas spp. fluorescens subit un stress ferrique
plus important, mais la croissance bactérienne qui
préfére le pH neutre diminue ce qui influence le taux de
production des sidérophores. L'optimum de pH pour la
production de sidérophore s'est avéré égal a 7,0 dans
lequel les bactéries se sont développées mieux et le fer
se présente en forme insoluble et n'étaient pas donc
disponibles aux bactéries [26].

Concernant le choix de la meilleure source de
carbone pour favoriser la production des sidérophores,
une bonne multiplication est observée sur le milieu MS
additionné de fructose, suivi de glucose et en derniere
position le maltose.

Nos résultats sont similaires avec celles de Sayyed
et al. [35] ; Tailor et Joshi [36] et Pratama et al. [37] qui
ont utilisés différents sucres a savoir, le glucose, le
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saccharose, le mannitol, le lactose et la xylose pour
tester le taux de production des sidérophores. Ils ont
trouvé que les sucres utilisés ont un effet négatif sur la
stimulation de la production de sidérophores, a
I’exemple du glucose.

Habituellement, le glucose est oxydé en gluconate et
2-cétogluconate avant son entrée dans la cellule qui va
entrainer une baisse de pH du milieu, et comme
conséquence une diminution de la production des
sidérophores. Par contre le fructose est assimilé par les
pseudomonas en le transformant en fructose-6-P puis en
fructose-1,6-biP. Alors que le maltose n’est jamais
utilisé par les Pseudomonas, il n’a aucune influence ni
sur la multiplication ni sur la production de
sidérophores [5, 38].

L’activité antifongique exercee par les sidérophores
produites par les différentes souches de Pseudomonas
fluorescents a I’encontre de Verticillium dahliae a
montré des taux d’inhibition qui s’étendent de 25 a
48 %. La variabilité dans les taux d’'inhibition observée
entre les souches, peut étre expliquer par la quantité et
la nature des sidérophores produites. Egalement le
génome de la souche bactérienne peut influencer la
réponse des souches envers un stress ferrique, les
souches T27 et T49 identifiées comme étant
Pseudomonas fluorescens, ont montré les meilleurs taux
d’inhibition de Dordre de 47,9 et 453 %
respectivement. Les souches T23 et T33 viennent en
deuxiéme position avec des taux d’inhibition 32,3 et
30,8 % respectivement. L’identification moléculaire de
ces souches les a affiliées a I’espéce Pseudomonas
plecoglossicida (T23) et Pseudomons chlororaphis
(T33). La souche T34 a montré le taux d’inhibition le
plus faible (25,58 %), affiliée & I’espéce Pseudomonas
putida. La souche de référence CHAO a montré un taux
d’inhibition de 28 %. Ceci dit qu’a ’exception de la
souche T34, [Iactivité antifongique des souches
autochtones de Pseudomonas dépassent largement celle
de la souche de référence.

Les résultats obtenus sont similaires avec ceux de
hernandez-Leon [39], qui ont trouvé que le degré
d’inhibition varié selon I’organisme étudié et le milieu
utilisé. 1ls ont utilisé deux milieux KB et PDA, ainsi
que plusieurs microorganismes pathogénes citons A.
flavus ; A. niger ; A. oryzae ; F. oxysporum et S. rolfsii
et ont trouvé que I’inhibition est plus importante sur
milieu KB et ont conclus que ¢a pouvait étre due au

niveau de diffusion de sidérophore/surnageant dans le
milieu, mais Sayyed et al. [35] ont trouvé que la culture
bactérienne est avérée plus efficace pour l'inhibition des
champignons pathogenes que le surnageant, ce qui
indique le role d'autres métabolites secondaires
(antibiotiques et/ou toxines) dans l'inhibition comme le
2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), I’acide phénazine
carboxylique (PCA), la pyrrolnitrine (PRN) et la
pyolutéorine (PLT) qui sont probablement reliées a
cette inhibition. Benjamin et al. [40] ont montré le réle
des sidérophores dans I’inhibition de la croissance de
champignon phytopathogéne Alternaria alternata.

Ces résultats sont prometteurs pour le
développement de sidérophore ou les pseudomonads
fluorescents comme agent de biocontrdle

La sensibilité de 1’électrophorése, nous a permis de
confirmer la présence en sidérophores dans les
surnageants des cultures bactériennes. La révélation par
la solution de Blue de Coomassie, a permis d’obtenir
des spots de mobilité relative similaire. L’intensité de
cette couleur était variable d’un isolat a un autre.

Lorsque les cellules microbiennes pergoivent une
carence en fer, I'expression des genes codant les
enzymes nécessaires a la synthése et au transport des
sidérophores est activée [41]. Sur notre gel on a révélé
la présence d’une seule bande avec une forte intensité,
au méme niveau presque que la souche de référence
CHAO qui possede des sidérophores d’un poids
moléculaire aux alentours de 1 kDa, dans notre cas
950 Da, ce qui est en accord avec la littérature qui
confirme que les sidérophores sont des molécules de
faible poids moléculaire, 400 a 1 kDa avec une forte
affinité pour le fer Fe®* et permettent la nutrition en fer
des microorganismes [41].

Les cing surnageants des souches utilisées T23, T27,
T33, T34 et T49 correspond respectivement aux espéces
Pseudomonas  plecoglossicida ,  Pseudomonas
fluorescens  bv Ill,  Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas putida, et Pseudomonas fluorescens
bv I, Pseudomonas fluorescens bv | sont des espéces
productrices des sidérophores de type pyoverdines
(Pseudobactine).La fluorescence remarquable de ces
derniers composés résulte d'un chromophore dans
lequel est dérivé de 2,3-diamino-6,7-dihydroxy-
quinoline, le composé est trés riche en groupement OH,
NH, cycles benzoiques, acide carboxylique COOH.
Nous concluons que les résultats obtenus par
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I’infrarouge de ces quatre extraits sont en accord avec la
structure de ce composé, ce qui confirme la synthese de
ces souches aux sidérophores type hydroxamates et plus
précisément la classe de pyoverdine.

7. Conclusion

Notre étude s’est basée sur la détection et
I’identification d’un métabolite secondaire, les
sidérophores, synthétisés par des souches de
Pseudomonas spp. fluorescents isolées a partir de sol
rhizosphérique de 1’olivier ainsi que leurs capacités
d’assimiler le fer dans les conditions de carence.

La meilleure synthése de sidérophores a été révélée
dans les milieux SSM, KB et CAA, considérés comme
carencés en fer, a travers la production d’un pigment
fluorescent diffusible dans le milieu. La variabilité de la
couleur de la fluorescence ne dépend pas seulement de
la structure moléculaire des pigments émis, mais aussi
de I’environnement dans lequel ils sont produits.

Les pyoverdines produites par les especes de
Pseudomonas contiennent trois groupes fonctionnels
(Hydroxamate, Catécholates et Carboxylate).

La sensibilité de I’¢lectrophorése, nous a permis de
confirmer la présence des sidérophores dans les
surnageants des cultures bactériennes. La révelation par
la solution de Blue de Coomassie, a permis d’obtenir
des spots de mobilité relativement similaire. L’intensité
de cette couleur est variable d’un isolat a un autre,
I’intensité la plus élevée a été observée chez les souches
T23 et T34 et la souche de référence CHAO.

L’activité antifongique observée chez les souches
autochtones de Pseudomonas est importante donc ces
souches peuvent trouver leurs places dans le domaine
de la lutte biologique.
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Résumé

En vue de valoriser le germoplasme du mais autochtone algérien, un ensemble de 60 accessions originaires des Oasis Sahariennes
a été caractérisé a I’aide de 17 descripteurs quantitatifs. L’analyse de la variance a montré une différence significative (p < 0.05) entre
les accessions pour huit caractéres quantitatifs qui ont expliqué la plus grande part de la variabilité observée. La comparaison des
moyennes par le test LSD (Least significant difference) au seuil de 5 % a permis de répartir les accessions en plusieurs groupes
homogeénes. L’analyse en composante principale (ACP) a permis de connaitre la relation qui existe entre les descripteurs considérés et
de faire ressortir ceux qui discriminent le plus nos accessions de mais. L’ACP a réparti les accessions de mais sahariennes,
indépendamment de leur origine géographique, en trois groupes contrastés identiques a ceux identifiés suite & une classification
ascendante hiérarchique (CAH). La caractérisation de I'ensemble de la collection a révélé une grande variabilité phénotypique au sein
des accessions et a fait apparaitre celles ayant des traits d’intérét agronomique. Les accessions les plus précoces, adaptées a des saisons
de pluie courte, fourniraient aux sélectionneurs un outil simple pour échapper au stress hydrique. De méme, les génotypes caractérisés
par de courts ASI (Anthesis Silking Interval) peuvent également servir pour la tolérance a la sécheresse.

Mots-clefs : Zea mays L. ; Oasis Sahariennes ; Descripteurs agro-morphologiquesAbstract

Evaluation of the agro-morphological diversity of maize (Zea mays L.) accessions originating from Saharan oases
Abstract

In order to evaluate the native Algerian mays germplasm, 60 accessions originating from the South of Algeria were characterized
using 17 quantitative descriptors. The analysis of variance showed a significant difference (p<0.05) between the accessions for eight
quantitative characters which explained most of the observed variability. The comparison of means by the LSD (Least significant
difference) test at 5 % level of significance allowed us to separate the 60 accessions into several homogeneous groups. The principal
component analysis (PCA) allowed us to know the relationship between the descriptors considered and to bring out those which
discriminate our accessions of maize. The PCA partitioned the Saharan accessions, regardless of their geographic origin, into three
contrasting groups identical to those identified following an ascending hierarchical classification (CAH). The characterization of the
entire collection revealed a great phenotypic variability within the accessions and showed those that have traits of agronomic interest.
The earliest accessions, adapted to short rainy seasons, would provide breeders with a simple tool to escape water stress. Likewise,
genotypes characterized by short ASI (Anthesis Silking Interval) can also be used for drought tolerance.

Keywords: Zea mays L.; Saharan Oases; Agro-morphological descriptors

1. Introduction pratiquée par les amérindiens [2], a fortement contribué
a son adaptation relativement rapide a d’autres

Le mais (Zea mays L.) est I'une des espéces continents [3]. Son introduction au continent africain
cultivées les plus diversifiées [1]. Sa grande diversite, s'est effectuée au sixieme siécle [4], sa culture s’est
qui résulte d’une longue période d’amélioration étendue aux quatre coins du continent en une période
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courte de 500 ans ; il est maintenant la culture céréaliere
la plus importante [5]. En Algérie, la culture du mais
remonte au 16°™ siécle [6] suite & son introduction par
les Arabes et les Maures [5]. Apreés sa culture dans les
Oasis Sahariennes pendant des siecles [7], il s’est
adapté aux conditions extrémes qui caractérisent le
climat Saharien et qui sont favorables a la sélection de
geénes d’intérét [8].

Le mais fait partie des céréales et des cultures
fourragéres qui constituent le patrimoine génétique du
Sahara algérien, et sont, par conséquent, considérées
comme propre a la région [9]. Ce germoplasme
autochtone mérite donc d’étre évalué et conservé en vue
d’étre utilisé dans les programmes d’amélioration du
mais. En effet, toute stratégie d’amélioration ou de
gestion des ressources génétiques nécessite la
description et la mesure préalable de la diversité de ces
ressources [10]. La caractérisation morphologique
constitue la premiére étape incontournable pour
I’évaluation, la description et la classification du
germoplasme du mais [11,12]. Elle permet une
identification des accessions spécifiques et révélent
généralement d’importants traits d’intéréts pour les
sélectionneurs [13]. En outre, les caractéres
morphologiques présentent I’avantage d’étre facilement
perceptibles et constituent un niveau de diversité auquel
les agriculteurs ont un acces immédiat [14].

Une premiere caractérisation du germoplasme
autochtone du mais saharien a porté sur la description
agro-morphologique de 10 accessions originaire du sud
algérien [15] ; I’étude a révélé un large éventail de
variabilité pour 1’adaptation du mails aux conditions
tempérées. Plus récemment, une autre étude a porté sur
I’évaluation du mais algérien dans des conditions de
secheresse [16]. Les auteurs ont suggéré que les
populations évaluées peuvent étre considérées comme
une nouvelle source d’alléles favorables pour la
tolérance a la sécheresse.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la diversité
agro- morphologique d’un ensemble d’accessions de
mais originaires des Oasis Sahariennes, notamment
ceux de la région de Touat et du Tidikelt, et de
déterminer leur degré de similitude ou de différence par
rapport a leur répartition géographique.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel végétal

La caractérisation phénotypique a porté sur 60
accessions de mais (Zea mays L.) représentatives de la
variabilité existante dans certaines Oasis du Sahara
Algérien (Figurel, Tableau 1). Ces accessions ont été
collectées principalement dans la région du Touat et du
Tidikelt qui sont rattachées a la wilaya! d’Adrar et de
Tamanrasset, respectivement. Ces deux régions, avec
leur analogue le Gourara, couvrent un cinquiéme du
Sahara Algérien et prés d’un sixiéme du territoire
national [17]. Cet ensemble régional, le Touat, le
Tidikelt et le Gourara, qui s’étale jusqu’aux confins de
I’Erg oriental a I’Est, couvre en grande partic 1I’Erg
occidental au Nord et s’ouvre sur un immense Erg au
Sud, le Tanezrouft [18] ; il figure parmi les régions les
plus arides au monde [19].
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Figure 1. Présentation des zones de prospection et de collecte des
accessions de mais.
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-F[?ébsleer?fatlion des 60 accessions Algériennes de mais ayant fait objet de la présente étude, leur origine ainsi que leurs coordonnées géographiques.
Code Site de collecte Village (Daira) Region Latitude Longitude Numéro
TGN Timoghten Aoulef Adrar 27°01'00,70"N 1° 00" 23,50"E 1
MRG El Mergueb Aoulef Adrar 26°58' 26,90"N 1° 05' 01,08"E 2
BMR Bled Moulay Aoulef Adrar 26°58' 26,96"N 1° 05' 01.08"E 3

Rechid '
GAG Gaougaou Aoulef Adrar 26° 58' 26,96"N 1° 05' 01,08"E 4
Z0ol Zaouia Aoulef Adrar 26°58' 26,96"N 1° 05' 01,08"E 5
EGC Erg chich Aoulef Adrar 25°49'09,70"N 0° 54' 09,00"0 6
RGN Reggane Reggane Adrar 26° 42' 56,70"N 0°10' 17,00"E 7
ZRG Zaouit - Reggani Reggane Adrar 26° 42'56,70"N 0° 10' 17,00"E 8
12G Inzeglouf Reggane Adrar 26°52'55,10"N 0° 01' 04,90"0 9
TMD2 Timadanine Reggane Adrar 26°41'56,00"N 0° 06' 37,00"E 10
TNR Tinourt Reggane Adrar 26°42'56,70"N 0°10'17,00"E 11
BAH Boura Reggane Adrar 26° 13'43,90"N 0° 32' 26,00"0 12
ALL Allouchia Reggane Adrar 27°39'01,30"N 0° 18' 54,30"0 13
MHZ El Maharza Reggane Adrar 26°42'56,70"N 0°10'17,00"E 14
GNJ Gasbet Nadjar Reggane Adrar 26°42'56,70"N 0°10'17,00"E 15
BAL Bab Allah Reggane Adrar 26° 42'56,70"N 0°10'17,00"E 16
MHF Mahfoud Reggane Adrar 26° 42'56,70"N 0°10'17,00"E 17
TAO Taourirt Reggane Adrar 26° 42'14.60"N 0° 13' 01.90"E 18
TMR Tiouliline Zaouiet kounta Adrar 27°02'20,80"N 0° 05' 38,30"0 19
BAJ Bouaj Zaouiet kounta Adrar 27°52'21,13"N 0°17'13,47"E 20
TLC Irigi?fl:ne ech Zaouiet kounta Adrar 27°04'00,90" N 0° 06' 17,00"0 21
TTW Titawine Zaouiet kounta Adrar 27°13'27,21"N 0° 12' 00,20"0 22
TDM1 Tidmaine Zaouiet kounta Adrar 27°05'37,80"N 0° 07' 14,20"0 23
1ZM Inzegmir Zaouiet kounta Adrar 27°05'47,70"N 0° 08' 23,70"0 24
AZA Azoua Zaouiet kounta Adrar 27°06'49,70"N 0° 08' 15,10"0 25
TWR Tiwririne Zaouiet kounta Adrar 27°19'37,30"N 0° 13'21,70"0 26
DRR Adrour Zaouiet kounta Adrar 27°52'27,40"N 0°17' 38,00"0 27
AGL Arhil Zaouiet kounta Adrar 27°21'09,40"N 0° 13'55,30"0 28
T™MT Timmassekh Zaouiet kounta Adrar 27°22'37,30"N 0° 15' 27,40"0 29
IKS Ikkas Zaouiet kounta Adrar 27°24' 23,10"N 0° 15' 37,80"0 30
LHM El ahmar Zaouiet kounta Adrar 27°25'20,80"N 0° 15' 05,60"0 31
EDD El Djedid Zaouiet kounta Adrar 27° 27 35,40"N 0° 16' 21,20"0 32
BYY Oulad bou yahia Zaouiet kounta Adrar 27°28'01,90"N 0° 16' 28,80"0 33
ANT Ouled antar Zaouiet kounta Adrar 27°26'49,60"N 0° 16' 02,80"0 34
TBR Taberkant Zaouit kounta Adrar 27°13'50.20"N 0° 12' 31.50"0 35
AMR1 Bahmer Fenoughil Adrar 27°29'38,30"N 0°17'12,30"0 36
AMR2 Bahmer Fenoughil Adrar 27°29'38,30"N 0°17'12,30"0 37
SDY sgtgiifdi Fenoughil Adrar 27°33'39,20"N 0° 18' 34,000 38
FNG Fenoughil Fenoughil Adrar 27° 40" 27,66"N 0° 18' 00,30"0 39
BFD Bouffaddi Fenoughil Adrar 27°42'44,40"N 0° 16' 22,70"0 40
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Code Site de collecte Village (Daira) Region Latitude Longitude Numéro
TMN Tamentit Fenoughil Adrar 27°45'37,80"N 0° 15' 35,90"0 41
SBK Ezzfiia Sidi Fenoughil Adrar 27° 47" 32,90"N 0° 14' 48,40"0 42
BNT Beni tamer Adrar Adrar 27°49'41,30"N 0° 16' 13,50"0 43
MSR El mansour Adrar Adrar 27°37'20,30"N 0° 18' 24,80"0 44
TLL Tililane Adrar Adrar 27°53'52,90"N 0° 14'54,10"0 45
AGH Adgha Adrar Adrar 27°52'06,12"N 0°18'06,09' O 46
AAS Ouled Aroussa Adrar Adrar 27° 47" 46.80"N 0°17'07.50"0 47
IGS Igostenne In salah Tamanrasset 27°15'0 2.60"N 2°38'05.70"E 48
FEZ Foggaret ez zoua In salah Tamanrasset 27°21'33,28"N 2°50'42,87"E 49
INS1- INS6 In Salah In salah Tamanrasset 27°11'48,40"N 2°28'4490" E 50-55
IGR1-IGR5 In Ghar In Ghar Tamanrasset 27°06'27,87"N 1°54'18,13"E 56-60

2.2. Dispositif expérimental

L’essai a ét¢ conduit suivant un dispositif de type
Augmented Randomized Complete Block Design
(ARCBD) tel que décrit par Federer [20] ; un dispositif
dans lequel seuls les témoins, ayant des quantités
suffisantes de semence, sont répétés dans chaque bloc.
La parcelle expérimentale, ayant une superficie de
903 m? (43x21) comprenait trois blocs espacés de 2 m.
Au niveau de chaque bloc, sept témoins dont trois sont
originaires des Etats-Unis (BS17, BSL and Longfellow)
et quatre d’Espagne (Norteno, Rastrojero, Tuy and
Tremesino) ont été distribués de fagon aléatoire. Les 60
accessions a caractériser ont également été réparties
aléatoirement dans I’ensemble des blocs mais sans
répétition. Au final, chaque bloc contenait 20
populations, qui difféerent d’un bloc a un autre, et 7
témoins répétés au niveau de chaque bloc. Chaque
témoin et accession a été représenté par une seule ligne
de 6 m de long qui comportait 30 graines.

2.3. Caractérisation des accessions

Le choix et I’évaluation des descripteurs ont été
effectués en suivant le Manuel de descripteurs de mais
publié¢ par le Conseil International des Ressources
Phylogénétiques [21]. Les données ont été collectées
sur 10 plants par accessions choisis aléatoirement. Un
total 17 variables quantitatives ont été évaluées a
différents stades de développement et suivant la nature
de chaque trait (Tableau 2).

2.4. Analyses statistiques

Dans un premier temps, une analyse de la variance
ANOVA (niveau de signification, p<0,05) selon le model
ARCBD a été effectu¢e a I’aide du logiciel ACBD-R
développé par le CYMMYT (International Maize and
Wheat Improvement Center), avec comme source de
variation bloc, témoin, accession, accession X témoin.
Cette analyse a permis tout d’abord d’identifier les
variables pour lesquelles il y a effet bloc. Les moyennes
de ces variables sont par la suite ajustées pour toutes les
accessions afin d’étre utilisées pour le reste des
analyses. Concernant D’effet accession, lorsqu’une
différence significative est révélée entre les accessions
pour un caractére donné, ’ANOVA est complétée par
le test de comparaison des moyennes LSD (Least
Significant Difference) effectué a 1’aide du logiciel R
version 3.4.1 au seuil de 5 %..

Le test de corrélation de Pearson a pris en charge
tous les traits quantitatifs afin d’estimer les corrélations
entre pairs de caractéres a un seuil de 5 %. L’Analyse
en Composante Principale (ACP), appliquée aux
variables ayant montré une différence significative entre
les accessions, a permis d’identifier les traits qui
différencient efficacement les accessions du Sahara
algérien. Une Classification Ascendante Hiérarchique
(CAH) a ensuite permis de classer les accessions en
clusters ou groupes homogénes selon la méthode
d’agrégation de Ward [22] et en employant le logiciel
XLSTAT version 2014.
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Tableau 2.

Récapitulatif des marqueurs agro-morphologiques évalués

Caracteres Description Unité Abréviation
Levée Nombre de jours entre le semis et le jour ou 50 % des plantes ont germé. Jours G50
Pourcentage de plantes émergées Pourcentage de plantes émergées par rapport au nombre total semé. % MRG
Floraison méle Nombre de jours entre le semis et le jour ou 50 % des plantes produisent du pollen. Jours FM
Floraison femelle Nombre de jours entre le semis et le jour ou 50 % des plantes produisent des soies Jours FF
Intervalle entre la FM et FF Les jours & 50 % de floraison male — les jours a 50 % de floraison femelle. Jours ASI
Hauteur de la plante (cm) Apreés stade grain laiteux. Du niveau du sol a la base de la panicule male. cm HP
Hauteur de 'épi (cm) hAapzjrfs stade grain laiteux. Du niveau du sol au nceud d'insertion de I'épi le plus om HE
Longueur de I'épi (cm) / cm LE
Diamétre de I'épi (cm) Mesuré dans la partie médiane de I'épi le plus haut. cm DE
Diamétre de la rafle (cm) / cm DRF
Diametre du rachis (cm) / cm DRC
Nombre de ligne par épi / / NLE
Nombre de grain par ligne / / NGL
Nombre d’épi par plant / / NEP
Poids de 100 grains / kg PCG
Rendement / Quintal.h? RD
Humidité a la récolte / % HMR

3. Résultats et discussion
3.1. Analyse des variables quantitatives

L’analyse de la variance ANOVA effectuée sur les
17 variables quantitatives a indiqué que la variabilité
introduite par les blocs n’a été observée que pour la
hauteur du plant, la hauteur de 1’épi, le diametre de la
rafle, le diametre du rachis, le poids de 100 grains et le
rendement. Les résultats de ’ANOVA ont également
révélé une différence significative entre les accessions
pour huit traits qui sont la floraison male et femelle, la
hauteur du plant, le diamétre du rachis, le nombre de
ligne par épi, le nombre d’épi par plant, le poids de 100
grains et le rendement (Tableau 3). La comparaison des
moyennes effectuées par le test LSD pour les variables
ayant montré une différence significative entre les
accessions nous a permis de les classer en différents
groupes homogenes (Tableau 4).

Les variables quantitatives étudiées ont révélé des
écarts importants entre les valeurs minimales et
maximales avec des coefficients de variation qui

varieront de 7 % (FM et FF) a 50,08 % (ASI). Les dates
de floraison varient entre 63 et 96 Jours Aprés Semis
(JAS) pour la floraison méle et 68 a 98 JAS pour la
floraison femelle. La population AGL s’est révélée la
plus précoce contrairement a IGR2 qui a fleurit
tardivement. L’intervalle (ASI) entre la FM et FF varie
entre 1 et 4 jours pour plus de 60 % des populations
étudiées ; le reste des populations ont présenté un ASI
compris entre 5 & 11 jours. Il est important de signaler
que la date de floraison est considérée comme un
caractere complexe qui joue un réle crucial dans
I’adaptation du mais aux diverses conditions
environnementales [23,24]. Cette adaptation est, en

effet, possible en impliguant des  signaux
environnementaux et endogénes qui controlent le
moment optimal pour la transition de la phase

végétative a la phase reproductive [25].
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Tableau 3.
Analyse de la variance des variables quantitatives étudiées.

Source de

variation ddl G50 MRG FM FF ASI HP HE LE
Blocs 2 0,79 103,06 23,10 22,30 1,71 953,35* 646,71* 3,61
Témoins (T) 6 9,26** 994,74** 145,70** 154,80** 22,82 1070,07** 831,09** 3,96
Accessions 59 2,31 121,81 38,20** 43,80** 4,27 523,88** 254,17 3,45
SI'A\BS A 1 169,91**  11407,1*  1137,00*  1719,80* 55,09*  44013,56**  10056,01**  135,88**
Erreur 12 1,53 117,20 8,88 7,63 3,39 145,95 122,31 2,16

ddl DE DRF DRC NLE NGL NEP PCG RD HMR

Blocs 2 0,29 1,15%* 0,20** 0,72 7,89 0,46 0,0003** 196,57* 7,049
Témoins (T) 6 0,18 0,39 0,03* 9,39** 27,63 0,25 0,0001** 308,93** 10,484
Accessions 59 0,07 0,13 0,04** 1,63** 11,89 1,16** 0,0005** 137,09* 5,019
KIA\BS A 1 3,73 1,01* 0,28** 0,44 229,69**  6,94** 0,0003** 60,12 ** 9,475
Erreur 12 0,1 0,14 0,01 0,23 10,06 0,16 5,75E-06 45,63 4,3855

Gso : nombre de jours pour atteindre 50 % de germination ; MRG

: pourcentage de plantes émergées; FF : floraison femelle ; FM : floraison male ; ASI :

intervalle entre la floraison méle et femelle ; HP : hauteur du plant ; HE : hauteur de I’épi ; DRF : diametre de la rafle ; DE : diamétre de I’épi ; LE :
longueur de I’épi ; DRC : diametre du rachis ; NGL : nombre de grain par ligne ; NLE : nombre de ligne par épi , NEP : nombre d’épi par plant ; PCG :

poids de 100 grains ; RD : rendement ; HMR : humidité a la récolte . (* = 0.01 < p < 0.05; ** =0.001 < p < 0.01).

Les valeurs maximales de la hauteur du plant et celle
de I’épi (132,12 et 79,46 cm, respectivement) ont été
enregistrées chez les populations TLC et FEZ,
respectivement, alors que les valeurs minimales (45,79
et 14,47 cm)ont caractérise AGL et TWR,
respectivement. En effet la population la plus haute
(TLC) a enregistré le rendement le plus élevé (62,46
gt.ha?), ’ASI le plus court (2 jours) et s’est révélée
tardive (85 et 87 JAS pour la FF et FM, respectivement)
ce qui a été déja constaté par d’autres auteurs [26-29].

Sur le plan morphologique, la hauteur des plants est
fortement associée a la date de floraison du moment que
la formation des entre nceuds s’arréte a I’initiation de la
floraison, ce qui signifie que les génotypes les plus
précoces sont généralement les plus courts [30-32].

Une corrélation similaire a été rapportée entre la
hauteur du plant et le rendement [33,31] suggérant que
les plantes hautes possedent un nombre élevé de feuilles
qui accumulent un maximum de matiére seche, ce qui
est a ’origine de 1’augmentation des rendements [32].

L’ASI, qui mesure la synchronisation entre la
floraison maéle et femelle [34], contribue également a
augmenter le rendement d’ou son importance dans les
programmes d’amélioration [35]. En effet, sous
conditions normales, la floraison male débute 2 a 4
jours avant la floraison femelle [36] ; une réduction de
cet intervalle (ASI) augmente la synchronisation entre

les deux types de floraison conduisant ainsi & une
augmentation des rendements, alors qu’une asynchronie
peut entrainer des pertes de rendement [37].

Une forte corrélation positive (0,95) a un seuil de
5 % a été mise en évidence entre la floraison male et la
floraison femelle (Tableau 5). Chacun de ces
descripteurs a montré une corrélation forte avec la
hauteur du plant (HP) et la hauteur de 1’épi (HE) et
moyenne avec le diamétre de 1’épi (DE), la longueur de
I’épi (LE), le nombre de grains par ligne (NGL) et le
nombre de ligne par épi (NEP). Une corrélation
similaire (0,95) a été révélée entre les descripteurs
hauteur du plant (HP) et hauteur de 1’épi (HE) qui sont
en association positive avec DRF, DE, LE, NGL, NLE,
RD et HMR; un résultat similaire avait déja été
constaté par d’autres auteurs [37-40]. La détermination
des corrélations entre les caractéres d’intérét est trés
utile dans les programmes d’amélioration et devrait étre
prise en compte par les sélectionneurs. Cependant, la
sélection des traits appropriés doit étre accomplie et
vérifiée dans différentes conditions agro-climatiques,
car en dépit des facteurs génétiques, d’autres facteurs
probablement environnementaux peuvent influencer les
corrélations entre les caractéres [41].
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;r/a;kl)elzzarg rtinimales, maximales, moyennes, écart-types et coefficient de variation des 17 traits quantitatifs.
Traits Code  Moyenne VaIeurMinimAu:;ession M{a/zllr;l:m Et;é:;:- Coefglec-lent dgl g 23:)23
Accession variation  homogénes

Levée G50 % 76,61 50,00 TMD2 100,00 MHF 11,24 14,67 /
Pourcentage de plantes émergées MRG 11,607 8,0 IKS 15,0 TTW 1,49 12,90 /
Floraison femelle FF 77,16 68,0 AGL 98,0 IGR2 6,06 7,861 17
Floraison male FM 73,21 63,0 AGL 96,0 IGR2 5,74 7,850 12
Intervalle entre la FM et FF ASI 3,94 1,0 MRG/INS5 11,0 1ZM 1,97 50,08 /
Hauteur de la plante (cm) HP 75,16 45,79 AGL 132,12 TLC 22,31 29,68 21
Hauteur de I'épi (cm) HE 33,02 14,47 TWR 79,46 FEZ 14,56 44,10 /
Diamétre de la rafle (cm DRF 2,13 1,50 LHM 3,23 EDD ,357 16,74 /
Diametre de I'épi (cm) DE 3,25 2,70 BAJ 3,7100 IGR2 ,261 8,038 /
Diamétre du rachis (cm) DRC ,832 0,49 pdel 1,86 INS2 ,212 25,51 15
Longueur de I'épi (cm) LE 11,65 8,18 BNT 16,25 1ZM 1,74 15,01 /
Nombre de grain par ligne NGL 19,96 13,90 BNT 26,30 IGR4 3,12 15,65 /
Nombre de ligne par épi NLE 10,052 7,9 INS6 13,1 IGR2 1,17 11,71 18
Nombre d’épi par plant NEP 2,25 1,40 AZA 3,10 TMD2 411 18,24 12
Poids de 100 grains PCG ,026 0,016 IGR3 0.036 RGN ,0023 14.70 10
Rendement en grain RD 31,14 13,72 TWR 62,46 TLC 11,96 38,41 11
Humidité a la récolte HMR 14,67 8,9 TWR 18,3 IGR4 2,196 14,97 /
Tableau 5

Les corrélations phénotypiques des descripteurs quantitatifs mesurés pour les 60 accessions de mais

Variables MRG G50 FF FM ASI HP HE DRF DE DRC LE NGL NLE NEP PCG RD HMR

MRG 1

G50 -0,132 1

FF 0,039 0,351 1

FM 0,024 0,348 0,950 1

ASI 0,052 0,084 0,360 0,051 1

HP 0,047 0,203 0819 0,866 0,033 1

HE -0,029 0,203 0,820 0,890 -0,034 0,952 1

DRF -0,202 0,369 0,211 0,197 0,086 0,287 0,322 1

DE -0,249 0,295 0457 0,488 0,004 0547 0537 0,468 1

DRC -0,195 -0,114 0,095 0,099 0,008 0,076 0,071 -0,112 0,071 1

LE -0,154 0,073 0,580 0,595 0,077 0,661 0668 0250 0,622 0,155 1

NGL -0,090 0,067 0495 0539 -0,026 0,664 0645 0,253 0564 0,155 0,858 1

NLE -0,162 0,170 0,540 0,571 0,023 05563 0,603 0,297 0,718 0,274 0,563 0,575 1

NEP -0,323 -0,313 -0,204 -0,139 -0,237 -0,031 0,023 -0,105 0,010 0,061 0,050 0,095 -0,134 1

PCG -0,208 -0,133 0,062 0,071 -0,014 0,112 0,098 0,043 0,244 -0,088 0,093 0,025 -0,100 0,328 1
RD 0,045 -0,209 0,322 07357 -0,036 0,580 0,509 0,098 0,400 0,102 0,515 0,720 0,322 0,315 0,320 1

HMR 0,112 -0,222 0,160 0,201 -0,086 0,433 0,348 0,012 0,299 0,012 0,348 0,469 0,168 0,370 0,284 0,710 1

Les valeurs en gras sont significativement différentes de 0 a un niveau de signification alpha =0.05
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3.2. Structuration de la diversité a partir des
variables quantitatives

Les deux premiers axes de I’ACP (Figure 2) qui ont
expliqué 63,95 % de la variabilité totale ont été retenus
pour I’analyse. Prés de 43,65 % de cette variabilité est
associé a I’axe I (F1)avec une forte contribution
positive des variables précocité a la floraison male (FM)
et femelle (FF), la hauteur du plant (HP) et le nombre
de ligne par épi (NLE). Cet axe peut étre décrit comme
I’axe de la précocité et du développement végétatif.
L’axe I (F2) qui a expliqué 20,30 % de la variabilité est
positivement associé aux variables nombre d’épi par
plant (NEP), poids de 100 grains (PCG) et le rendement
en grain (RD) d’ou son appellation axe du rendement.

La projection des 60 populations sur le plan formé
par les deux premiers axes de I’ACP a mis en évidence
trois groupes. Le groupe 1 comprend 17 accessions
caractérisees par une floraison tardive, une hauteur
élevée des plants et un rendement moyen a élever. Le
deuxieme groupe est composé de 10 accessions
caractérisées par une floraison normale, une hauteur
moyenne et les composantes du rendement (PCG et
NEP) les plus élevées. Au niveau du troisiéme groupe
se positionnent les 33 accessions les plus précoces, les
plus petites de taille avec une productivité moyenne a
faible (Figure 2).

Les principaux traits ayant servi a répartir les
accessions sahariennes font partie des caractéeres
morphologiques et agronomiques les plus héritables et
les plus discriminants pour la classification du mais
[42]. lls ont contribué également & seéparer les
populations Ethiopiennes [43], Italiennes [44] et
Indiennes [45]. De méme, [38,46] ont indiqué que la
hauteur des plants et des épis sont les critéres les plus
discriminants pour identifier les populations de mais
originaires de Serbie et du Mexique, respectivement.

Le dendrogramme généré suite a une CAH a permis
d’identifier trois clusters homogénes (Figure 3, Tableau
6). La répartition des accessions au sein de ces clusters
rejoint celle établie par ’ACP. Le premier cluster est
composé des 16 accessions les plus tardives (81,37 et
85,62 jours pour la FM et FF, respectivement),
montrant les hauteurs des plants (105,91cm) et les
diamétres du rachis (0,87 cm)les plus élevées, un
nombre maximal de lignes de grains par épi (11,51), un
faible nombre d’épi par plant (2,08) et un rendement
moyen (39,27 gt.hal). Le cluster Il comporte 11
accessions caractérisées par des floraisons normales
(72,36 et 76,72 jours pour la FM et FF, respectivement)
et des hauteurs moyennes des plants (75,96 cm). Un
nombre maximal d’épis sont produits par plant
(2,8) avec un nombre moyen de lignes de grains par épi
(9,92), un rachis de faible diamétre (0,8 cm), un poids
de 100 grains le plus élevé (0,027 g) ainsi qu’un
rendement maximal (40,38 gt.ha). Le dernier cluster
rassemble les 33 accessions les plus précoces (70,48 et
74,30 jours pour la FM et FF, respectivement),
caractérisées par les plus petites hauteurs de la plantes
(61,50 cm), un nombre minimal de ligne de grains par
épi (9,48), un faible poids de 100 grains (0,022) et un
rendement en grain le plus faible (23,27 qgt.ha). En se
basant sur les descripteurs quantitatifs évalués, les
accessions collectées dans la méme région ont été
réparties dans des clusters ou groupes différents
indiquant que la classification de ces génotypes s’est
faite selon leur performance pour les traits évalués et
indépendamment de leur origine géographique.
L’absence de relation entre la structuration des
accessions et leur origine géographique avait déja été
constatée lors de la classification des populations
Italiennes [44] et Indiennes [47]. Elle est attribuée aux
flux géniques ayant conduit a un mélange extensif du
germoplasme entre les champs voisins, d’une part, et a
I’échange des semences entre agriculteurs de régions
distinctes, d’autre part [39].
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Figure 3. Classification ascendante hiérarchiques des accessions de mais sahariennes

Tableau 6
Valeurs moyennes des caractéres agro-morphologiques pour les trois clusters générés par la CAH

Cluster FF FM HP DRC PCG NLE NEP RD
1 85,625 81,375 105,911 0,8720 0,0230 11,519 2,0870 39,2740
2 76,727 72,364 75,968 0,8000 0,0274 9,927 2,8000 40,3850
3 74,303 70,484 61.507 0,823 0,0221 9,484 2,1212 23,2761
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4. Conclusion

La présente étude, qui traite le polymorphisme
phénotypique du mais originaire des Oasis Sahariennes
a révélé une grande variabilité phénotypique au sein des
accessions et a fait apparaitre celles ayant des traits
d’intérét agronomique. En effet, le rendement et les
critétres d’adaptation au climat tel que la date de
floraison sont les principaux traits recherchés dans les
programmes d’amélioration du mais. En premier lieu, il
est important de citer I’intérét des accessions du cluster
2 qui se sont révélées les plus productives. En outre, les
accessions étudiées ont présenté une grande variabilité
pour la date de floraison ce qui confirme leur
potentialitt ~ adaptative aux divers conditions
environnementales. Les accessions les plus précoces,
adaptées a des saisons de pluie courte, fourniraient aux
sélectionneurs un outil simple pour échapper au stress
hydrique. De méme, les génotypes caractérisés par de
courts ASI peuvent également servir pour la tolérance a
la secheresse.
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Résumé

Les dattes de Deglet Nour a différents stades de maturation ont été analysées pour connaitre leur principale composition chimique
en lipides, acides gras, protéines et acides aminés. Les valeurs suivantes (sur la base du poids sec) ont été obtenues pour les cing stades
de maturation, respectivement pour lipides : de 1,25 % Ms au stade Loulou a 6,33 % de Ms au stade Kh’lal, 3,65 % Ms au stade
B’sser, 2,56 % Ms pour le stade Martouba et 1,97 % Ms au stade T’mar. Les acides gras révélés sont surtout les acides myristique et
palmitique. L’analyse des protéines indique des valeurs de 2,63 % Ms au stade Kh’lal pour atteindre 1,25 % Ms au stade T’mar. Parmi
les acides aminés identifiés, seulement cinq s’avérent étre présents a des teneurs importantes (glycine, acide y-amino butyrique,
arginine, valine et lysine). Il s’aveére difficile d’aprés ces résultats, de négliger I’importance de la fraction lipidique et protéique de la
datte dans la formation de pigments et d’ardmes spécifiques.

Mots-clés : Datte ; Maturation ; Lipide ; Protéines

Lipid and protein fraction evolution during the maturation of the Deglet-Nour date
Abstract

Deglet Nour dates at different stages of ripening were analyzed for their main chemical composition in lipids, fatty acids, proteins
and amino acids. The following values (based on dry weight) were obtained for the five stages of ripening, respectively for lipids: from
1.25 % Ms at the Loulou stage to 6.33 % Ms at the Kh’lal stage, 3.65 % Ms at the B’sser stage, 2.56 % Ms at the Martouba stage and
1.97 % Ms at the T’mar stage. The fatty acids revealed are mainly myristic and palmitic acids. Protein analysis indicates values of
2.63 % Ms at the Kh’lal stage and 1.25 % Ms at the T’mar stage. Among the amino acids identified, only five were found to be present
in significant amounts (glycine, -amino butyric acid, arginine, valine and lysine). From these results, it is difficult to overlook the
importance of the lipid and protein fraction of the date in the formation of specific pigments and flavours.

Keywords: Dates; Maturation; Lipid; Protein

1. Introduction

La datte a toujours été, depuis des temps
immémoriaux, un élément trés important dans
I’alimentation, tant pour les humains que pour les
animaux, dans toutes les contrées du sud et de I’est de la
Méditerranée.

Ainsi, le palmier dattier constitue a la fois le symbole
et la charpente de 1’écosystéme Oasien. Il s’agit ici des
Oasis ou la température moyenne est suffisante pour
assurer la maturité des dattes nobles telles que la datte

Deglet-Nour. En effet, c’est une datte de renommée
mondiale, considérée comme un  ambassadeur
économique. Elle est trés prisée par les fins connaisseurs,
grace & son aspect, son onctuosité et sa flaveur. De ce
fait, elle constitue une ressource d’entrée de devises
nettes pour le pays. Il est connu que la consommation de
la datte est trés répandue dans plusieurs pays suite a sa
richesse en sucres et en sels minéraux [1, 2]. Cette
consommation est influencée par les caractéristiques
inhérentes a la matiére premiére, traitements
technologiques et culinaires. Sachant la nature glucidique

Ceci est un document en libre accés selon les termes de Creative Commons Attribution License CC-BY, ce qui permet de
BV le partager, copier, reproduire, distribuer, communiquer, réutiliser ou de 1’adapter avec I’obligation de créditer son auteur.
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de la datte, il s'agit par ce travail de déterminer la
composition de ce fruit en acides gras et en acides aminés
au cours de la maturation. En effet, il est connu que
I'oxydation des acides gras insaturés conduit a la
formation  d'hydropéroxydes  considérés  comme
composés trés réactifs [3], alors que les acides aminés
peuvent intervenir dans le développement de la réaction
de Maillard [4]. D'autre part, il est confirmé que le
rancissement peut se développer dans les produits
alimentaires, méme pour des quantités trés faibles de
lipides et devient perceptible sensoriellement a partir
d’un taux de lipides de 0,5 %, si ces derniers renferment
des acides gras insaturés [5,6]. De leur c6té, les acides
aminés peuvent jouer un réle déterminant a la fois sur la
coloration et I’arome [7]. Aussi, il parait important
d'évaluer ces deux fractions des points de vue quantitatif
et qualitatif pour mieux maitriser les opérations de
préparation et préserver la qualité initiale du fruit.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel végétal

Les analyses ont porté sur la variété Deglet-Nour
récoltée a différents stades de maturité, dans une
palmeraie d’El-Oued. Les échantillons prélevés, au
hasard, sont conservés a 4 °C jusqu’a analyse.

Chaque étape de la maturation de la datte a été
identifiée nominalement, ce qui permet de suivre
I’évolution du fruit au cours de son développement. Les
stades de maturité sont les suivants [8].

e Stade | : Loulou, suit la pollinisation et dure environ
cing semaines

e Stade Il : Kh’lal ou stade vert : est marqué par le
grossissement des dattes, un taux d’humidité élevé, une
forte acidité et une accumulation des sucres réducteurs ;

e Stade Il B’sser est caractérisé par une
augmentation de la teneur en sucres totaux, du saccharose
et de la matiére solide, alors que le taux d’humidité
diminue ;

e Stade IV : Martouba : la datte perd son astringence et
devient molle ;

e Stade V : T’mar ou stade mdr : correspond a 1’étape
finale de la maturation ou le fruit a perdu beaucoup de
son eau alors que le rapport sucre/eau reste assez éleve.

2.2. Teneurs en eau

Une dessiccation de la prise d’essai a une température
de 103+ 2 °C est effectuée dans une étuve isotherme
durant trois heures [9].

2.3. Détermination des lipides totaux

Des dattes (20 g) sont broyées finement et introduites
dans un appareil de type Soxhlet. Puis, la matiére grasse
est épuisée avec de 1’éther diéthylique durant 3 heures.
Le solvant est évaporé dans un évaporateur rotatif et le
ballon d’épuisement est placé, 1égérement incliné, dans
une étuve pendant 45 mn. Refroidi jusqu’a atteindre la
température ambiante, puis pesé jusqu'a poids constant
(1 mg). La teneur en lipides totaux est exprimée en
9/100g de produit sec

2.4. Détermination des acides gras

Les acides gras sont déterminés aprés méthylation
sous forme d'esters. Pour cela, la matiére grasse extraite
(0,2g) précédemment est déposée dans des tubes
contenant 0,5 mL de méthanol & 0,5 % d’H,SOa. Les
tubes sont scellés puis placés dans une étuve a 104 °C
pendant 3 heures. Les analyses sont réalisées a 1’aide
d’un chromatographe en phase gazeuse Méga 2 (Fisons
instruments), équipé d’une colonne capillaire DB-23,
30 mx0,25 mm. Le gaz vecteur est I’azote (2 mL.min‘1).
L’injecteur est maintenu a 240 °C. La température du
four est programmée de 80 °C a 220 °C a raison de
5 °C. min "1, Le détecteur FID est maintenu a 250 °C.

Les acides gras identifiés par comparaison avec le
temps de rétention des standards appropriés. Leur teneur
est déterminée en calculant les aires de pics
correspondants.

2.5. Détermination de protéines totales

La teneur en azote total des dattes est dosee par la
méthode Kjeldhal [9,10]. La teneur en protéine est
obtenue en multipliant le taux d’azote par le coefficient
de conversion qui correspond a 6,25.

2.6. Dosage des acides aminés
Un échantillon de 10g de pulpe de datte est

homogénéisé en présence de 50 mL de Méthanol puis a
froid pendant 24 heures. En vue d'éliminer les pectines,
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les sucres et les produits pouvant interférer avec les
acides aminés lors de la séparation, le mélange est
centrifugé pendant 30 min a 12500 g puis filtré. Le
résidu final, récupéré dans le HCI6N conservé sous
azote, est séché pendant 24 heures a 115 °C. Le HCI est
ensuite évaporé a sec sous vide et le standard interne est
ajouté en quantité suffisante (Norleucine). Aprés remise a
sec du mélange, on procede a la préparation des dérivés
iso amyl-hepta fluorobutyrés.

L’analyse a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse (Fisons Instruments, série 9000 G.C) équipée du
détecteur FID (250 °C). La colonne (30 mx0,25 mm) est
constituée d’une phase stationnaire D-B1 méthyl silicane.
La température d’injection a été de 250 °C, alors que le
débit du gaz vecteur (Azote) été de 2 mL.min?, et la
vitesse de P’intégrateur 0,5 cm/mn. Les résultats sont
exprimés apres intégration et calibration externe des
surfaces des pics du chromatogramme.

2.7. Analyses statistiques
Les résultats obtenus sont analysés par comparaison
de moyennes ANOVA avec un niveau de signification

P <0.05. L'évaluation statistique est effectuée a l'aide
du logiciel Statistica 6.0®

3. Résultats et discussion
3.1. Teneurs en eau

A priori, une diminution du taux d’humidité au cours
de la maturation est remarquable (Figure 1).
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Figure 1. Evolution de la teneur en eau de la datte au cours de la
maturation

Il est a noter que la chute maximale de la teneur en
eau est atteinte lorsque les dattes passent du stade B’sser

au stade Martouba (p < 0,05). Une observation similaire
est rapportée par Kanner et al. dont le travail a porté sur
trois variétés de dattes irakiennes [11]. En effet, ce taux
passe de 44 a 32 % MF, de 50 a 21 % MF et de 49 a
35% MF, respectivement pour les variétés Halawi,
Deglet-Nour et Khadraoui.

Généralement, pour les dattes demi-molles, cas de la
variété Deglet-Nour, la teneur en eau varie entre 20 et
30 % [12].

3.2. Teneurs en lipides

La figure 2 montre I'évolution des lipides totaux de la
datte au cours de la maturation. La teneur en lipides
passe de 1,25 % Ms au stade Loulou a 6,33 % de Ms au
stade Kh’lal. Cette quantité diminue au stade B’sser
(3,65% Ms) et au stade Martouba (2,56 % Ms) pour
atteindre une valeur de 1,97 % Ms au stade T’mar
(p <0,05). Cette diminution serait probablement due a
I’implication de ces lipides dans le brunissement non
enzymatique avec les acides aminés. L'éventualité d'un
début de rancissement est a retenir, sachant que ce
dernier peut se développer a des taux de lipides qui soient
supérieurs a 5 % [5].
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Figure 2 : Evolution de la teneur en lipides totaux de la datte au cours
de la maturation.

3.3. Teneurs en acide gras

La comparaison des valeurs du tableau 1 montre la
présence de plusieurs acides gras ; dont les plus
importants sont : les acides myristique, palmitique,
stéarique,  oléique, linoléique et linolénique,
respectivement avec des teneurs moyennes de
5,66 % MG, 7,89 % MG, 10,47 % MG, 10,74 % MG,
11,47 % MG et 12,23 % MG au stade Tamar.

Citation : YAHIAOUI K., BOUCHENAK O., ARAB K. et BENCHABANE A., Evolution de la fraction lipidique et protéique au cours de maturation
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L’évolution des acides gras oléique, linoléique et
linolénique au cours de la maturation est presque
similaire : leurs teneurs sont respectivement de
10,89 % MG, 11,54 % MG et 12,32% MG au stade
Loulou, puis diminuent légérement au stade T’mar
(10,47 % MG, 11,47 % MG et 12,23 % MG).

Pour les autres acides gras (myristique, palmitique et
stéarique), une élévation est observée lors du passage du
stade Loulou vers le stade Kh’lal, suivie d’une faible
diminution vers le stade Martouba et enfin un faible
accroissement est remarqué au stade T’ mar.

A priori, il faut retenir la présence des deux (2) acides
gras essentiels : les acides linolénique et linoléique
(Vit. F). Généralement, leur oxydation est assurée par la
lipoxygénase.

Généralement, dans les fruits et légumes, la
lipoxygénase initie la formation des aldéhydes. Ainsi,
elle est la cause de la production de I’hexanal a partir des
acides linolénique et linoléique [13].

Tableau 1
Teneurs des acides gras de la datte au cours de la maturation
Acide Gras Stade Stade Stade Stade Stade
(% MG) | ] " \Y; \%

Acide myristique 5,74 5,80 5,84 5,85 5,66
Acide palmitique 74 7,84 7,90 7,92 7,89
Acide stéarique 10,27 10,36 10,48 10,50 10,47
Acide oléique 10,89 10,84 10,81 10,80 10,74
Acide linoléique 11,54 11,54 11,52 11,50 11,47
Acide linolénique 12,32 12,32 12,31 12,30 12,23

En effet, il est connu que les acides gras polyinsaturés
interviennent dans des réactions d’oxydo-réduction qui
engendrent une diminution de la qualité nutritionnelle.
Les vitesses d’oxydation des lipides les plus faibles sont
observées lorsque 1’eau ne forme qu’une monocouche sur
les sites de fixation, c’est a dire pour des activités d’eau
comprises entre 0,2 et 0,3 [14]. La vitesse croit
rapidement pour des activités proches de zéro. Il faut
veiller a ne pas dépasser trop loin la déshydratation ; or la
datte Deglet-Nour a tendance a perdre beaucoup d’eau au
cours de la maturation (un taux de chute moyen de
I’humidité de 72,5 %). La plus grande part de 1’oxygene
est utilisée pour I’oxydation des deux acides gras
linoléique et linolénique en hydropéroxydes (sous forme
libre ou de monoglycérides) [15].

Aussi, dans le cas de la datte, il faut prendre en
considération le cas des polyphénoloxydases, catalyseurs
de I’oxydation des phénols qui, par leurs propriétés
antioxygenes, exercent un effet inhibiteur sur la
lipoxygénase et rentrent en compétition avec cette
derniére pour ’utilisation de 1’0xygéne [16].

D'autres théories ont proposé que le brunissement non
enzymatique augmente durant l'auto-oxydation des
lipides, a partir de la polycondensation aldolique des
aldéhydes avec la base de Schiff aldéhyde-amine [17].
Aussi la réactivité des hydropéroxydes est responsable de
la détérioration des bio-membranes dans un systeme
biologique [18]. On peut distinguer schématiquement les
molécules qui en dérivent sous la rupture des chaines
hydrocarbonées ou apreés rupture de celles-ci. Les
premieres peuvent étre responsables de la saveur
particuliere et les secondes d'odeurs, puisque leurs
chaines carbonées, plus courtes, les rendent volatiles. Les
molécules dérivées, sans rupture de chaine, sont formées
par lintermédiaire de divers enzymes (telle que la
lipoxygénase) et sont souvent responsables de godts
amers [19].

L'oxydation enzymatique concerne surtout les acides
gras libres polyinsaturés comme le linoléate et le
linolénate [20].

D'un autre coté, les molécules souvent volatiles,
dérivées des hydropéroxydes aprées rupture de la chaine
carbonée et remaniement par réduction et isomérisation,
ont une grande diversité de structure, et sont également
susceptibles de réagir avec les chaines latérales de
certains résidus d’acides aminés : les aldéhydes avec le
groupement aminé de la lysine, les époxydes avec les
fonctions acides de I’aspartate et glutamate [21]

3.4. Teneurs en protéines

La teneur en protéines est évaluée au cours des quatre
(4) stades de maturation (excepté le stade Loulou). Une
diminution progressive des teneurs en protéines lors de la
maturation du fruit est relevée (Figure 4).

En effet, la teneur en protéines passe de 2,63 % Ms au
stade Kh’lal & 1,25 % Ms au stade T’mar (p < 0.05).
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Figure 4 : Evolution de la teneur en protéines au cours de la maturation.

A titre comparatif, la teneur en protéines des pommes,
des poires, des figues, des abricots, des cerises et des
prunes varie entre 0,5 % Ms et 1,5 % Ms [15]. Ainsi, les
péricarpes des fruits sont, d'une maniére générale,
pauvres en protéines. A ce titre, la littérature rapporte que
les protéines végétales sont généralement moins bien
pourvues en acides aminés indispensables que les
protéines animales.

De plus, pour étre disponibles, c’est a dire
susceptibles d’étre absorbés et utilisés par 1’organisme
afin de participer aux différentes synthéses protéiques, les
acides aminés des protéines alimentaires doivent étre
rapidement libérés dans la partie antérieure du tube

Tableau 2

digestif sous ’action des enzymes protéolytiques ; or la
digestion et 1’absorption peuvent étre ralenties par
différents facteurs. En effet et dans la datte, la présence
de constituants glucidiques en serrant les macromolécules
protéiques, peuvent freiner leur accessibilité aux enzymes
digestives. Aussi, les tanins agissent avec les protéines
par formation des liaisons covalentes, en donnant des
complexes difficiles a hydrolyser par les protéases [16].

3.5. Teneurs en acides aminés

Le dosage a révélé I’existence de plusieurs acides
aminés dans la datte (Tableau 2).

A priori, la baisse des taux d’acides aminés au cours
de la maturation de la datte est confirmée

Teneurs des acides aminés de la datte au cours de la maturation

Stade de maturation de la datte

Stade  Stade Stade Stade
1] 11 [\ Vv

A. aminés totaux (mg/100g de matiére seche)

A. Gamma amino butyrique
Arginine

Glycine

Alanine

Valine

Leucine

Acide aspartique
Meéthionine
Phényl alanine
Lysine

Isoleucine
Tyrosine

Acide glutamique

Sérine

169,95 16541 105,85 72,23
106,02 70,65 68,13 28,44
18,32 46 1,6 72
15,85 19,48 12,21 15,46
2,6 14,22 2,06 0,87

0,72 0 1,36 7,55
7,04 0,46 77 0,85

8,7 2,65 2,52 0,78
0,32 6,07 25 0,38
2,34 0,39 4,6 2,12
1,15 3,35 1,49 5,36
0,64 0,09 0,57 0
1,65 0,94 0 0,55
2,07 0,66 111 0,74
2,53 1,12 0 1,98
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Le taux d’acides aminés passe de 196,95 mg/100 g de
M.S au stade Kh’lal a 72,23 mg/100 g de MS au stade
T’mar. D’ailleurs, la teneur en acides aminés de la datte a
ses différents stades de développement s'est révélée étre
tres hétérogéne quantitativement. En effet, parmi les
acides aminés identifiés, seulement cinq (5) s’avérent étre
présents & des teneurs importantes (glycine, acide y-
amino butyrique, arginine, valine et lysine). D'autre part,
les acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine)
sont présents. Néanmoins, le taux de la phénylalanine
seule est assez élevé comparée a la tyrosine, alors que le
taux de la méthionine (acide aminé soufré) est faible.

Il faut rappeler que dans la datte, les acides aminés et
les protéines sont des constituants peu importants sur le
plan quantitatif, ils ne présentent pas un intérét
nutritionnel prépondérant, mais constituent souvent un
critére de qualité intéressant car ils sont impliqués dans la
réaction de Maillard. Il s’agit d’une réaction survenant
habituellement lorsque les sucres réducteurs sont au
contact avec les acides aminés, sous forme libre ou
protidique. Elle se traduit immédiatement par un
préjudice nutritionnel, étant donné que 1’acide aminé
engagé par une liaison d’addition avec un sucre est
aussitot rendu indisponible. Ce phénomene est redoutable
dans tous les produits & humidité faible (surtout 5 a 15 %
d’eau) [22].

Par ailleurs, les acides aminés de la datte sont
principalement impliqués dans la glycolyse [23], les
fonctions amines provenant d'acides aminés libres ou de
chaines latérales sur des protéines (lysine, arginine,
glutamine) forment des liaisons covalentes avec la
fonction aldéhydique ou cétonique terminale pour former
une aldosamine ou une cétosamine. Les pertes en acides
aminés peuvent étre trés considérables [24]. D'autre part,
les produits résultants de ces réactions influent de fagon
tres sensible sur I'évolution et la couleur du fruit (réaction
de Maillard) [25].

Sur le plan pratique, la réaction étant équimoléculaire
entre les sucres et les acides aminés, le facteur limitant en
est indiscutablement la faible concentration en acides
aminés et en peptides solubles. A titre d’exemple, la
variété Tunisienne Kentichi présente une trés faible
teneur en acides aminés dénotant une bonne aptitude a la
conservation et se caractérise par une coloration tres
claire [26].

I a été suggéré que 1’unique voie possible du
brunissement non enzymatique dans la datte était la

condensation des acides aminés-sucres réducteurs qui
produisent des composés carbonyles  volatiles
responsables de la flaveur [27]. Ainsi, dans d’autres
cultivars riches en sucres réducteurs, le brunissement non
enzymatique développe un godt caramel plus intense que
dans la Deglet-Nour [28]. Seulement, les interactions
entre les lipides et les protéines dans les produits
végétaux revétent une grande diversité due a la multitude
des lipides et des protéines impliquées, mais aussi a la
variété des matiéres premieres et des processus
technologiques concernés [29]. D'ailleurs, lorsque le
brunissement provenant de l’interaction acide aminé-
sucre augmente, le brunissement induit par la
polycondensation de la base de Schiff provoqué par les
lipides, diminue [11].

4. Conclusion

Il n’existe pratiquement pas d’industrie agro-
alimentaire qui ne soit, d’'une maniére ou d’une autre,
concernée par la réaction de Maillard et ses conséquences
nutritionnelles ou organoleptiques.

Selon les résultats, il s’avere difficile de négliger la
fraction lipidique dans la datte vue son importance dans
les phénoménes d’oxydoréduction. En effet, la plupart
des constituants lipidiques sont oxydables a degré divers.
Aussi, I’étude des acides aminés de la datte a été
entreprise afin de connaitre la composition analytique en
acides aminés Les résultats présentés ne sont pas
évidemment suffisants pour conclure de fagon formelle
au développement des réactions de type Maillard.

En définitif, ces observations montrent que toutes les
connaissances portant sur les lipides et les protéines de la
datte, & savoir leur interaction, ainsi que leur réaction
avec les quinones sont trés souhaitable afin de mieux
savoir maitriser les paramétres technologiques et définir
un processus idéal pour le stockage et la conservation de
la datte.
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Résumé

Depuis sa mise en évidence, la réaction de Maillard a été utilisée depuis de trés nombreuses années pour produire des aliments qui
paraissent attractifs pour les consommateurs ; elle peut conduire a la formation de couleur, favoriser la formation de flaveurs agréables
ou bien devenir rance et produire de composés antioxydants ou de composés toxiques. L’objectif de ce travail est de synthétiser les
produits de Maillard, d’étudier le pouvoir antioxydant de ses produits dans la lutte contre I’oxydation des lipides dans I’huile de
Tournesol, de controler 1’évolution de I’oxydation produite lors de stockage et finalement de comparer 1’effet des produits de synthése
obtenus par ’effet antioxydant de 1’acide citrique. Pour ce, on a comparé I’effet protecteur de 1’acide citrique et les produits de la
réaction de Maillard, issus des solutions aqueuses Glucose/AC Aminé chauffées dans différentes conditions de température, de la
durée et de la concentration des solutions. Le développement de la réaction de Maillard est évalué par spectrophotométrie a 420 nm.
Nous avons remarqué que plus la couleur est importante et plus intense, plus la réaction est avancée. L’analyse de ’acidité et I’indice
de peroxyde, nous a permis d’évaluer I’oxydation des lipides de I’huile additionnée de différents modeles de produits de Maillard.
L’oxydation des lipides évolue différemment en fonction des couples Glucose/acide aminé (Substrats de Maillard), dont certains
possedent une activité antioxydante vis-a-vis des lipides dans les huiles végétales. Ainsi, le traitement appliqué a I'huile de tournesol, a
provoqué une détérioration de haut niveau avec développement de la rancidité oxydante et ce qui met en relief ’avantage que peuvent
présenter les produits de Maillard et élucident leur potentiel antioxydant. Des pertes significatives dans I'acide gras essentiel étaient
également évidentes dans I'huile de tournesol soumise a un traitement thermique.

Mots-clés : Huile végétale ; Réaction de Maillard ; Capacité antioxydante ; Oxydation des lipides

Inhibition of Sunflower oil oxidation produced in Algeria by Maillard's products
Abstract

Since its discovery, The Maillard reaction wassed since many years to produce foods which seem attractive to consumers; it can
lead to the formation of colour, support the training of pleasant flavours or to become rancid and produce antioxidant compounds or
toxic compounds. The aim of this work is to synthesize Maillard products, to study their antioxidant activity of against lipid oxidation
of sunflower oil, and to control the evolution of oxidation during storage and compare the effect of synthetic products by the
antioxidant effect of citric acid. We compare the protective effect of the citric acid with Maillard reaction products, resulting from the
aqueous solutions Glucose/Amino acid heated under various conditions of temperature, Aw, incubation time and the concentration of
the solutions used. The development of the reaction of Maillard was evaluated by spectrophotometry at 420 nm. Thus, the more
important the colour is and more intense, plus the reaction is advanced. The analysis of acidity and the peroxide index, enabled us to
evaluate the oxidation of the lipids of the oil added with differ model of the Maillard products. It seems that the lipid oxidation
products evolution depends on the Glucose/amino acid couples/ (Substrates of Maillard), in which some may exhibit antioxidant
activity on lipid oxidation in vegetable oils. The treatment applied to sunflower oil, has caused a deterioration of high level with
development of oxidative rancidity and allow in relief the advantage that can present the products of Maillard and elucidate their
antioxidant potential. Significant losses in the essential fatty acid were also evident in sunflower oil subjected to heat treatment.

Keywords: Vegetable oil; Reaction of Maillard; antioxidant Capacity; Oxidation of the lipids.
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1. Introduction

Les huiles végétales jouent un réle essentiel dans
notre alimentation. Elles assurent tout d’abord une
fonction nutritionnelle : elles contribuent & 1’apport
d’énergie, sont sources d’acides gras indispensables, en
particulier d’acide linoléique (et participent a 1’apport et
au transport de vitamines liposolubles (dont E, D) et
d’autres constituants d’intérét nutritionnel comme des
phytostérols ou des composés phénoliques [1]. Le
principal type d’huile & 1’échelle mondiale est I’huile de
tournesol, représentent 80 % de la production mondiale
dont une teneur élevée en acides gras mais sensibles a
I’oxydation [2]. L'huile de tournesol est une huile
comestible de haute qualité, il présente un bon profil
nutritionnel, avec une mauvaise stabilité & I'oxydation et
est donc sujet & une détérioration des arémes en raison
de leur forte proportion d'acides gras insaturés, en
particulier I'acide linolénique [3]. Il est utilisé dans la
cuisson, la friture et dans la fabrication de la margarine.
L'huile de tournesol a été choisie dans cette étude en
raison de son utilisation élevée dans les aliments, car il
est une riche source d'acide linoléique [4]. De plus, il
présente un go(t et une apparence légers et présente une
teneur élevée en vitamine E par rapport aux autres
huiles végétales [5]. L'oxydation des lipides est
responsable d'une diminution progressive nutritionnelle
et sensorielle des lipides [6]. L'oxydation des acides
gras non saturés est l'une des principales causes du
développement de composés non aromatisants et de la
réduction de la valeur nutritive des produits alimentaires
[7]. L’huile de Tournesol, comme la plupart des huiles
végétales, se compose de triacylglycérols (98-99%) et
une faible fraction de phospholipides, tocophérols,
caroténoides, stérols, et des cires. Elle se caractérise par
une forte concentration d'acide linoléique, suivie
d’acide oléique [8]. L’oxydation des lipides (dans les
aliments de nature lipidique), constitue toujours un
risque majeur et un probléme répandu dans les
industries agro-alimentaires, pour la conservation de ces
aliments, que ce soit pendant le transport pour la
commercialisation ou au cours du stockage de ces
derniers obtenus pendant une période (grasse) pour les
utiliser en période (maigre). Les antioxydants naturels
et synthétiques sont utilisés pour retarder la
détérioration oxydative des lipides surtout des huiles
végétales raffinées sensibles a I’oxydation [9].

En ce sens different travaux rapportent, trés
récemment que la réaction de Maillard (RM) qui
contribue a I’ardbme appréciable de nombreux produits
alimentaires, a la particularité avantageuse d’étre source
de produits munis d’un pouvoir antioxydants vis-a-vis
des lipides. Sa capacité de former des composés
antioxydants et antimicrobiens d’un cOté et d'un autre
coté, les produits de la réaction de Maillard (PRM)
comporteraient des composés susceptibles d'étre
mutagénes ou cancérigénes a forte dose [10]. Ces
produits conférent aux aliments des propriétés, le plus
souvent intéressantes, telles que la couleur, I’arome, la
valeur nutritionnelle, et une certaine stabilité au cours
de la conservation grace a leur pouvoir antioxydant [11].
En réalité, L'auto-oxydation lipidique et le stockage non
adéquat favorisent la détérioration et la réduction des de
la durée de conservation des huiles végétales, entrainant
ainsi des changements organoleptiques (couleur, texture,
odeur et des pertes de saveur) et certains composés tel
que les vitamines [12]. La réaction de Maillard est un
ensemble complexe de réactions se produisant lors du
chauffage et initiée par I’addition d’une fonction amine
sur une fonction carbonyle. Cet ensemble de réactions,
appelé encore « brunissement non-enzymatique »,
conduit a la formation d’une multitude de composés aux
propriétés aromatiques et colorantes. Ce phénomene,
influencé par un certain paramétre tel que, la teneur en
eau, le pH, la concentration des réactifs, la température
et le temps de chauffage peuvent avoir des effets
néfastes notamment sur la qualité nutritionnelle de
I’huile au cours de leur stockage [13]. Ce travail a pour
objectif de synthétiser d’abord les produits de Maillard,
d’étudier ensuite le pouvoir antioxydant de ses produits
dans la lutte contre I’oxydation des lipides de I’huile de
Tournesol, de controler I’évolution de 1’oxydation
produite lors de stockage et enfin de comparer I’effet
des produits de synthése par I’effet antioxydant de
I’acide citrique.

2. Matériel et Méthodes

L’huile végétale raffinée commerciale issue des
graines de Tournesol a 100 (%), est traitée
technologiquement a 1'unit¢é de Sig (Filiere de
I’Entreprise Nationale des Corps Gras ENCG a Mascara.
Algérie. L’objectif de cette premiére étape est de mettre
en évidence le pouvoir antioxydant des produits de la
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réaction de Maillard issus de plusieurs modeles
ose/acide aminé, en remplacement de 1’acide citrique
utilisé a ’industrie. Pour réaliser ce travail, nous étions
amenés a la synthese de mélanges selon les Modeles
(ose/acide aminé) en suivant certaines conditions
(température, pH et temps). Ces modeles ont été choisis
selon la nature et la fonction des acides aminés :
Glycine (Gly), valine (Val), histidine (His), tryptophane
(Trp), lysine (Lys), cystéine (Cys), acide aspartique
(Asp) et le sucre réducteur (glucose). L’avancement de
la réaction s’effectue par la mesure de densité optique.
Les produits synthétisés dans des conditions favorables
au déroulement de la réaction de Maillard sont destinés
pour I’inhibition de 1’oxydation de I’huile de Tournesol
utilisée sans antioxydant en comparant cet effet par
I’effet inhibiteur de I’acide citrique.

2.1. Les différents modéles des produits de la
réaction de Maillard

Toutes les manipulations ont été effectués au
niveau de laboratoire de Biochimie du Département de
Biologie a I’Université de Sidi Bel Abbés. Algérie.
Dans la premiére étape on contribue a la synthese des
produits de la réaction de Maillard, Selon Ia
disponibilité des acides aminés, on a pu effectuer 07
Modéles de la synthése de Maillard pour notre étude.
Ces Modeles ont été obtenus par la combinaison des
acides aminés avec le sucre réducteur (Glucose) dans
des conditions favorables a cette réaction. Modele 1 :
Glucose/Glycine. Modeéle 2 : Glucose/Valine. Modéle 3 :
Glucose/Histidine. Modéle 4 : Glucose/Tryptophane.
Modele 5: Glucose/Lysine. Modele 6:
Glucose/Cystéine. Modele 7 : Glucose/Ac Aspartique.
La nature et les fonctions des acides aminés utilisés
pour chaque modele peuvent entrainer la synthése des
différents  produits de  Maillard  (différents
premélanoidines).

2.2. Méthode de synthese des produits de la
réaction de Maillard

Le choix de la quantité des produits obtenus est
basé sur des essais préliminaires dans lesquels nous
avons utilisé plusieurs doses pour maintenir les
conditions favorables au déroulement de la réaction.
Dans la premiere étape, On prépare pour chaque modele,
de méme volume des quantités équimoléculaires d’un

mélange composé de 0,1 mole de glucose et de I’acide
aminé. Une solution tampon de pH 8est ajoutée afin
d’assurer I’activité optimale pour le déroulement de la
réaction de Maillard (aw =0.7). Placer les échantillons
dans I'étuve a 120 °C pendant 120 mn. Pendant ce
temps, I’avancement de la réaction de Maillard a était
évalué par la mesure du pH, mesure de l'absorbances a
420 nm et par la détection de la couleur pour chaque
Modele en fonction du temps, a partir de 30 mn et
pendant 120 mn. La réaction est beaucoup plus rapide a
120 °C. L’¢lévation de température est donc favorable a
la réaction de Maillard. Selon une étude de [15], La
réaction peut avoir lieu entre 0 et 150 °C, La vitesse du
brunissement non enzymatique est au maximum & une
activite de I’eau comprise entre 0.55 et 0.75 et le pH est
de 6 & 8 pour la condensation de Maillard. Aprés un
séchage a 120 °C pendant 120 mn, les échantillons sont
ensuite refroidis. Dans la deuxieéme étape on mesure la
densité optique de chaque modele dilué a 1/10 effectués
dans un intervalle de longueurs d’onde de 400 a 500 nm,
afin de qualifier les produits de Maillard.

2.3. Préparation des échantillons

Les produits synthétisés dans des conditions
favorables au déroulement de la réaction de Maillard
sont destinés pour I’inhibition de 1’oxydation de I’huile
de Tournesol utilisée sans antioxydant. Un volume de
2 ml qui a été estimé d’une solution de chaque modéle
dans 1 litre d'huile de Tournesol sans antioxydant. Les
échantillons sont présentés comme suite :

e Echantillon A : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modele 1 ;
e Echantillon B : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modéle 2 ;
e Echantillon C : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modéle 3 ;
e Echantillon D : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modéle 4 ;
e Echantillon E : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modele 5 ;
e Echantillon F : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modele 6 ;
e Echantillon G : Huile ajouté du produit de Maillard
issus du modele 7.

En favorisant les conditions expérimentales pour
déclencher I’oxydation des lipides (I’air, la lumiére et la
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chaleur a 150 °C), les échantillons ont été homogénéisés
pendant 10 min, refroidi et sont soumis a étre analysé.
Au cours de stockage de ’huile, la mesure des indices a
été réalisée tous les sept jours pendant 21 jours afin de
poursuivre 1’évolution de 1’huile.

2.4. Détermination des parameétres chimiques

La wvaleur de peroxyde a été estimée
iodométriquement utilisant du thiosulfate de sodium et
exprimé selon Afnor des corps gras et graines
oléagineuses qui est de 5 milliéquivalents d’O; actif/kg,
1988). L'indice d'acide a été étudié par Titrage
alcalimétrique et exprimé en mg KOH.g' d’Huile
(AOCS Official Method Cd 3d-63 1993).

3. Résultats

3.1. La synthése des produits de la réaction de
Maillard

Pendant le déroulement et au stade final de la
réaction, nous observons que les Modeles (01, 02, 03,
07) représentent une couleur brune peu intense, un
ardme proche du caramel et a I’apparition de composés
insolubles qui peuvent étre des mélanoidines
caractéristiques de la réaction de Maillard. La couleur
des produits issus du modele (Glucose/Lysine) est plus
intense, Cette caractéristique est spécifique pour ce type

de réaction de brunissement non enzymatique. Plus elle
est importante, plus la réaction est avancée. Les
produits de la réaction issus des modeles
(Glucose/Ac Aspartique) et le (Glucose/Cystéine)
présentent une couleur orange moins intense.

3.2. L’analyse qualitative des produits de la
réaction de Maillard

Les produits issus du modele Glucose/Lysine et du
modele Glucose/tryptophane enregistrent des densités
optiques respectivement, de 0,38 et 0,36 a des longueurs
d’onde 430 et 470 nm. Ces valeurs sont considérées
comme des densités optiques élevées et remarquables.
La densité optique du modele Glucose/Histidine est
moins élevée qui est de ’ordre de 0,345 a la longueur
d’onde 460 nm suivie par le modéle Glucose/Valine qui
enregistre une absorbance de 0,34 a la longueur d’onde
440 nm puis par le modéle Glucose/glycine qui
enregistre a 440 nm, une absorbance de ’ordre 0,33.
Par contre la densité optique du modéle Glucose/cystine
affiche une valeur de 0,28 a une longueur d’onde 450
nm suivi par le Modéle Glucose/Ac aspartique qui
enregistre une absorbance de 0,18 a une longueur
d’onde 440 nm (Figure 2). La formation des substances
aromatisantes dépendent de la nature des acides aminés
entrant dans la réaction.

—o— Modeéle 1

—B— Modeéle 2
Modeéle 3
Modele 4

—x— Modeéle 5

—8— Modeéle 6
—— Modele 7

Lalongueur d'onde

J

Modele 1 : Glucose/Glycine ; Modele 2 : Glucose/Valine ; Modéle 3 : Glucose/Tryptophane ;
Modele 4 : Glucose/Lysine ; Modéle 5 : Glucose/Ac Aspartique ; Modéle 6 : Glucose/Cystéine ; Modele 7 : Glucose/Histidine.

Figure 02 : Résultats de I’avancement des Produits de la réaction de Maillard en fonction des longueurs d’ondes.
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3.3. L’analyse de pH

L’affichage de la forte valeur maximale en pH
selon la (Figure 3) a été observé par le modéle
Glucose/Lysine et qui est de I'ordre 9 a 120 mn. Par

contre les moindres valeurs en pH ont été remarquées
par le modele glucose/Ac Aspartique, et qui sont
indiqués entre des pH 2,6 & 3,3.

4 )
10
8 ———t
"1 — —e— Modeéle 1
—=— Modele 2
r 6 ".Zsé'/é, Modéle 3
o Modéle 4
4 —x— Modéle 5
X —e— Modeéle 6
2 —+—Modele 7
O T T
30min 60 min 90 min  120min
TEMPS (min)
. J

Modele 1 : Glucose/Glycine ; Modele 2 : Glucose/Valine ; Modéle 3 : Glucose/Tryptophane ;
Modele 4 : Glucose/Lysine ; Modéle 5 : Glucose/Ac Aspartique ; Modéle 6 : Glucose/Cystéine ; Modele 7 : Glucose/Histidine.

Figure 03 : Résultats de I’analyse du pH des Différents Modéles en fonction de Temps.

3.4. Evaluation de I’indice d’acidité

Aprés un suivi effectué tous les 07 jours, les
résultats révelent au départ une augmentation
progressive au cours de la conservation de I’huile.
Aprés le 14 jours du stockage, I’acidité enregistre
une diminution importante pour le témoin et pour les
échantillons additionnés des modeles 1, 2, 3, 6, 7.

3.5. Evaluation de I’indice de peroxyde

Les résultats illustrés dans la (Figure 04), montrent
que dans le 1* jour, que 1’échantillon témoin présente
un indice de peroxyde de 3,1 milliéquivalents
d’O; actif/kg de I’huile. Cette valeur semble respectée
par D’intervalle des normes exigées par AFNOR des
corps gras et graines oléagineuses qui sont de
5 milliéquivalents d’O; actif/kg. Au départ, I’indice de
peroxyde des échantillons de I’huile additionnée de
produit de Maillard est presque similaire et ne différe
que légérement par rapport au témoin, les valeurs sont
aux normes et qui sont estimées entre 3 a 5
milliéquivalents d’0, actif/kg. Pour le modéle
Glucose/Ac Aspartique qui marque une valeur
importante dépasse les normes de cet indice.

4. Discussion

Dans la premiére approche, des essais préliminaires
ont été basés par la synthése des produits de Maillard
issus des different modeles (Glucose/ Ac Aming), avec
des conditions favorables aux mécanismes réactionnels.
La valeur du pH, puis la mesure de I’absorbance de ces
produits par le spectrophotométre en fonction du temps
sont nécessaire dans cette partie. Dans la deuxiéme
approche, I’ensemble de ces mesures nous a permis
d’appliquer sur I’huile végétale Tournesol dés la
fabrication et au cours de sa conservation dans des
conditions accélérées de I’oxydation, le suivi et
I’évaluation avec précision en fonction du temps 1’état
d’oxydation des lipides de I’huile additionnées de
produits des Maillard qui sont comparés par I’efficacité
d’un agent anti-oxydant treés utilisé qui est I’acide
citrique. D’apres [14], indique que la réaction de
Maillard provoque la formation des substances
aromatisantes qui dépendent de la nature des acides
aminés entrant dans la réaction. Chaque acide aminé est
susceptible de fournir de nombreux aspects favorables
ou préjudiciables sur le plan organoleptique. On
constate pour ce dernier paramétre, une évolution
remarquable avec le temps et de température a 120 °C
de différents produits de la réaction de Maillard qui
apparait évident avec [I’apparition de la couleur



file:///E:/1_Revue_Nature_Technologie/3-Articles/Article%20de%20500%20à%20599/AppData/Local/Temp/article.md

MEZIANI S. etal. 77

caractéristique de ces produits. [15], indiquent que le
brunissement non enzymatique est d’autant plus
important que la température est plus élevée et que la
durée de la réaction est longue. Donc Les facteurs
(Temps, Température, le mode de chauffage et le pH du
milieu) constituent des paramétres importants pour le
déroulement de la réaction. Le mécanisme réactionnel

des produits issus des modéles (01, 02, 03, 04, 07) était
parfaitement évolué par I’avancement de 1’absorbance a
420 nm en fonction du temps. Nous remarquons qu’a
partir de 90 mn, le brunissement non enzymatique des
produits issus du modele (Glucose/lysine) est stable.
Cette stabilité peut étre expliquée par la réactivité
particuliére de 1’un de ces composés (Figure 1).

—e— Modele 1

—=— Modele 2
Modéle 3
Modele 4

—x— Modele 5

I"absorbance

—e— Modele 6
—+—Modele 7

La longueur d'onde

J

Modele 1 : Glucose/Glycine ; Modele 2 : Glucose/Valine ; Modéle 3 : Glucose/Tryptophane ;
Modele 4 : Glucose/Lysine ; Modéle 5 : Glucose/Ac Aspartique ; Modéle 6 : Glucose/Cystéine ; Modele 7 : Glucose/Histidine.

Figure 01 : Résultats de I’avancement des Produits de la réaction de Maillard en fonction du temps.

On peut expliquer, plus la couleur est importante et
plus intense, plus la réaction est avancée. D’aprés nos
résultats, chaque Modéle differe par les densités
optiques qui sont spécifiques des longueurs d’ondes
bien précises, cette différenciation est probablement due
a la composition chimique des substrats utilisés et/ou a
la réactivité de I’'un de ses composés. La composition
chimique de la lysine, qui est I’acide aminé le plus
facilement dégradé grace a la présence de deux
groupements aminés réactifs (acide amine basique) a
contribuer au déroulement parfait de la réaction de
Maillard plus particulierement au mécanisme de la
coloration (plus intense) de Maillard et a 1’absorption
remarquable a la longueur d’onde 430 (nm). La
réactivité particuliere de la lysine se trouve dans la
plupart des réactions impliquant d’autres sucres
réducteurs. Par contre le modéle Glucose/ac Aspartique
affiche la moindre densité optique, et la faible intensité
de la réaction observée au cours de la premiére étape,
signifie son effet d’inhibition de la réaction. Ce qui
indique que la plupart d’entre eux peuvent étre engagés
dans une réaction de Maillard [14]. Les différences de
réactivité observées proviennent notamment de I’effet
inhibiteur du groupement carboxylique sur le

groupement aminé qui augmente quand la distance entre
ces deux groupements diminue. En plus, la
différenciation des courbes indique que chaque milieu
réactionnel dépend du couple (Glucose/Acide Aming)
qui est mis en jeux dans la condensation de Maillard, et
montre aussi que le pH compris entre 6 et 8 favorisant
la réaction de Maillard. Plus le pH est élevé, plus
I’avancement de la réaction est important. En effet, une
simple modification du pH peut facilement freiner ou
accroitre une réaction de Maillard et qui selon [6]
indique que le milieu basique (pH > 7) favorise la
réaction de Maillard. Si ’on modifie le pH, il est
possible de freiner ou d’accroitre cette réaction.
Concernant les indices, la plupart des huiles
végétales de type huile de tournesol se composent
principalement de triacylglycérols (98 a 99%) et d’une
petite fraction de phospholipides, de tocophérols, de
stérols. L huile de tournesol se caractérise par une forte
concentration en acide linoléique [4]. La diminution de
la teneur en acide linoléique est utilisée comme
indicateur d’oxydation des lipides. Le mécanisme
d’oxydation des lipides change significativement et
dépend fortement de la disponibilité en oxygeéne.
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L’augmentation est due probablement a la présence
des acides gras libres formés par 1’hydrolyse des
triglycérides. Le seuil d’acidité permettant d’affirmer
qu’une matiére grasse est lipolysee, car selon
Sadoudi et al. [4], a montré que 1’hydrolyse des corps

gras conduit a I’apparition d’acides gras libres et de
glycérides partiels (Figure 4). Plusieurs travaux
indiquent que les huiles qui sont plus insaturées, son
oxydation plus facilement que moins insaturés [12].
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Echantillon A : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modele 1 ; Echantillon B : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modgle 2.
Echantillon C : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modéle 3 ; Echantillon D : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modele 4.
Echantillon E : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modele 5 ; Echantillon F : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modéle 6.

Echantillon G : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modéle

Figure 04 : Résultats de I’évolution de I’acidité (en % d’acide oléique) en fonctions de temps dans les échantillons de I’huile de tournesol Additionnée
des différents modeles des produits de Maillard.

Les normes AFNOR, spécifiques aux corps gras et
aux graines oléagineuses, exigent des taux d’acidité
(acide oléique) de 0,2 %. Aprés le 14%™ jours du
stockage, L’acidit¢é enregistre une diminution
importante pour le témoin et pour les échantillons
additionnés des modeéles 1, 2, 3, 6, 7. Bien que ’acide
citrique utilisé comme antioxydant dans 1’échantillon
témoin, il apparait évident de considérer les échantillons
de T’huile de Tournesol issus des modeles
Glucose/Glycine, Glucose/Valine, Glucose/Tryptophan,
Glucose/Cystéine et Glucose/Histidine ont un rdle
similaire que celui du témoin. Pour I’indice de peroxyde,
Les résultats illustrés dans la (Figure 04), montrent que
dans le 1¢ jour, que 1’échantillon témoin présente un
indice de peroxyde de 3,1 milliéquivalents d’O, actif/kg
de I’huile. Cette valeur semble respectée par I’intervalle
des normes exigées par AFNOR qui sont de

5 milliéquivalents d’O; actif/kg. Dans nos résultats, au
départ, I’indice de peroxyde des échantillons de I’huile
additionnée de produit de Maillard est presque similaire
et ne differe que Iégerement par rapport au témoin, les
valeurs sont aux normes et qui sont estimées entre 3 a5
milliéquivalents d’O, actif/kg. Contrairement a
I’échantillon de I’huile additionnée du modéle
Glucose/Ac  Aspartique qui  marque une valeur
importante dépasse les normes de cet indice. Apres le
14¢me jours de stockage, on remarque la diminution de
cet indice presque dans tous les échantillons qui
peuvent étre expliqué par la transformation des
peroxydes en aldéhydes et cétones volatiles (Figure 5).
Dans une étude de [9] montre que, le produit de la
réaction de Maillard est un antioxydant synthétique tres
puissant capable de supprimer la formation des
peroxydes lors du stockage des huiles et de prolonger
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leur durée de vie. On conclut de cette interprétation, que
nos résultats mettent en relief 1’avantage que peuvent
présenter les produits de Maillard et élucident leur
potentiel antioxydant, ce qui a été observé pour

I’échantillons de [I’huile additionnée du modéle
Glucose/Lysine.
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Echantillon A : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modele 1 ; Echantillon B : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modéle 2.
Echantillon C : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modeéle 3 ; Echantillon D : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modéle 4.
Echantillon E : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modgle 5 ; Echantillon F : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modgle 6.

Echantillon G : Huile ajoutée des produits de Maillard issus du modgle 7

Figure 05 : Résultats de I'évolution de I’indice de peroxyde (en meq d’O2 / kg de I’huile) en fonctions de temps dans les échantillons de I'huile de
tournesol additionnée des different modeles des produits de Maillard

5. Conclusion

Dans cette étude, le traitement thermique et les
conditions de stockage appliqués a I'huile de tournesol,
a provoqué une détérioration de haut niveau avec
développement de la rancidité oxydante. Il nous a
apparait aussi que les produits de réactions de Maillard
(PRM) sont des substances qui permettent de limiter
I’évolution de I’acidité de I’huile et permettent en relief
I’avantage que peuvent présenter ses produits et
élucident leur potentiel antioxydant.
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Résumé

La province d’Ifrane connait une extension accélérée de la mise en culture des terres de parcours. Ce phénomene menace la
durabilité des ressources forestieres de cette zone, abritant la cédraie la plus étendue du Maroc. Malgré la reconnaissance des impacts
négatifs du phénomeéne de la mise en culture sur les espaces forestiers de la province (dépérissement des arbres par écimage et
ébranchage effectués par les bergers, dégradation du tapis herbacé des espaces forestiers, etc.), ’ampleur de ce phénoméne reste a
démontrer. Le présent article se propose de quantifier ’extension de la mise en culture aux dépens des terres de parcours, et d’analyser
I’évolution et la dynamique de ce phénoméne au cours du temps. La méthodologie adoptée s’appuie sur I’analyse diachronique de
I’occupation du sol sur I’ensemble de la province d’Ifrane entre 1987 et 2012 sur la base des données satellitaires (images Landsat et
Spot). Les cartes d’occupation du sol ont été produites a travers une classification supervisée par arbre de décision. Elles permettent,
suite au calcul des superficies des occupations « parcours » et « terres cultivées », de mettre en évidence une réduction de la superficie
des terres de parcours de 94446 ha, face a une augmentation des superficies occupées par les cultures de 94461 ha. La mise en culture
s’étend avec un rythme moyen annuel de 3778,4 ha/an aux dépens des terres a usage pastoral collectif, conduisant a une perte annuelle
de 616241,26 unités fourragéres. Ces derniéres sont compensées par la surexploitation du tapis herbacé et arbustif des parcours
forestiers, mais aussi du feuillage des arbres forestiers par émondages, effectués par les bergers en période de disette (entre octobre et
décembre).

Mots-clés : Mise en culture ; Parcours ; Moyen Atlas ; Analyse diachronique ; Dynamique ; Durabilité ; Ressources forestieres.

Cultivation of rangelands: quantification of a threat to the sustainability of forest ecosystems in the Central Middle Atlas
(case of Ifrane province, Morocco)
Abstract

The province of Ifrane is experiencing an accelerated extension of the cultivation of rangelands. This phenomenon threatens the
sustainability of the forest resources of this area, where the most extensive cedar forest in Morocco. Despite the recognition of the
negative impacts of cultivation in the forested areas of this province (dieback of trees by lopping and delimbing by shepherds,
degradation of the grassy vegetation of forest areas, etc.), the extent of this phenomenon remains to be demonstrated. The main aim of
this research was to estimate the extension of cultivation in the rangelands, and to analyze the evolution and dynamics of this
phenomenon over time. The adopted methodology was based on diachronic analysis of land cover in Ifrane province between 1987
and 2012, using satellite data (Landsat and Spot images). Land cover maps were made through a decision tree-supervised
classification, which allow following the calculation of "rangeland" and "cultivated land" occupations’ areas, that highlighted a
reduction in the area of rangelands of 94 446 ha, and an increase of 94 461 ha in the areas occupied by the crops. Cultivation extends
at an annual average rate of 3778.4 ha / year in the expense of collective pastoral land, leading to an annual loss of 616 241.26 of
forage units. Those units were compensated by an overexploitation of grassy and shrubby vegetation of the forests, but also the foliage
of forest’s trees by pruning, which are carried out by shepherds in times of scarcity (between October and December).

Keywords: Cultivation; Rangelands; Middle Atlas; Diachronic analysis; Dynamics; Sustainability; Forest resources.
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1. Introduction

La province d’Ifrane est une zone pastorale par
excellence. L’élevage y est basé sur 1’exploitation

saisonniere des parcours de basse altitude (Azagharl) et

d’altitude (Jbelz), mais aussi sur la complémentarité des
parcours forestiers et hors forét. L’équilibre agro-sylvo-
pastoral était maintenu grdce a un mode de vie
transhumant et un systeme rigoureux de gestion
communautaire des ressources naturelles, sous la
supervision de ’institution « Jmaa »°, [1-3].

Cependant, cette zone a connu une tendance
évolutive favorisant la sédentarisation des éleveurs et
I’érosion progressive des régles et pratiques du systéme
de gestion communautaire [2,4-7]. Cette situation a
conduit au développement de stratégies individualistes
dont la mise en culture des terres réservées a 1’usage
pastoral collectif.

La réduction de la superficie des parcours hors forét
qui en résulte constitue une perte en unités fourrageres,
qui contraint les éleveurs a combler le déficit par une
exploitation continue dans le temps et dans I’espace des
parcours forestiers. Par conséquent, 1’exploitation des
parcours forestiers dépasse de plus en plus la production
annuelle. La recherche des unités fourragéres
supplémentaires par rapport au potentiel de la forét se
manifeste par I’écimage et I’ébranchage des arbres, dont
les feuilles et les petits rameaux sont consommeés par les
troupeaux. [2, 3, 8-10].

Actuellement, les parcours forestiers de la province
connaissent un paturage excessif, exprimé par un degré
de surpaturage de 48 %. La charge réelle est trois fois la
charge d’équilibre. Cette situation se répercute sur 1’état
des parcours, caractérisés par 1’homogénéisation du
tapis herbacé, la régression des espéces climaciques
pastorales au profit des espéces résistantes, dites de
"surpaturage" et des envahissantes (espéces annuelles et
toxiques) [8, 9].

Les prélévements tirés sur les réserves fourragéres
sur pied par ébranchage et écimage varient du simple au
triple [8, 9]. lls ont lieu en période de neige qui dure en
général 2 mois avec 5 jours en moyenne de couverture
totale du sol.

! Mot Amazigh désignant les parcours de basse altitude.
2 Mot arabe qui veut dire montagne. Désigne les parcours d’altitude.

De nombreuses études montrent la relation entre les
pratiques d’ébranchage et écimage et le dépérissement
des arbres forestiers ...etc. [11-13]. Ces pratiques sont
considérées comme facteur de mortalité sur pied et sont
prises en compte par les réseaux de surveillance et suivi
de la santé des foréts au Maroc. Elles ont pour effets la
provocation des blessures, entrainant des stress
physiologiques qui prédisposent les arbres aux attaques
parasitaires, au dépérissement et a la mortalité.

Cette surexploitation des différentes strates de la
végétation constitue une menace a la durabilité des
foréts de la province, dont la cédraie qui constitue 38 %
de ses peuplements forestiers [3].

Cependant, et malgré 1’importance des impacts
négatifs du phénoméne de la mise en culture sur les
ressources forestieres, I’ampleur de ce dernier n’est
toujours pas quantifiée et démontrée scientifiquement.

Ainsi, I’objectif de la présente étude est de quantifier
I’extension de la mise en culture sur les terres de
parcours et d’analyser I’évolution et la dynamique de
I’occupation du sol au niveau de la province d’Ifrane
entre 1987 et 2012. 1l s’agit de mettre en évidence, de
maniére indirecte, I’ampleur de la menace a la durabilité
des ressources forestiéres de la province d’Ifrane et d’en
tirer la sonnette d’alarme.

Pour répondre a cet objectif, le présent article se
propose de réaliser une analyse diachronique de
I’occupation du sol de la province entre 1987 et 2012.
Cette analyse met ’accent sur [’évolution de la
superficie des occupations « parcours» et «terres
cultivées ».  Ainsi, [’évolution et I’ampleur du
phénoméne de mise en culture des parcours a usage
collectif sont mises en évidence & travers la réalisation
des cartes d’occupation du sol, et I’analyse des
superficies calculées.

2. Matériel et méthodes
2.1. Zone d’étude

2.1.1. Milieu naturel

D’une superficie de 3 573 km?, la province d’Ifrane
se situe au Moyen Atlas Central. Elle est limitée au

3 Assemblée des représentants d’une collectivité ethnique, ayant a sa
téte un chef.
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Nord par les Provinces de Sefrou et d’El Hajeb, au Sud-
Ouest par la Province de Khénifra, au Sud-Est par la
province de Midelt et & I’Est par la Province de
Boulemane (Figure 1).

Gibraltar
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¢
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Casablanca
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Figure 1. Situation géographique et administrative de la province
d'Ifrane selon le découpage administratif de 2015 [14].
Limite de la région Fés-Meknés

Limites des provinces ou préfectures

Limites de la province d’Ifrane

2.1.1.1. Géomorphologie

La zone d’étude est située entiérement au Moyen
Atlas Central. Elle est composée de trois grandes unités
géomorphologiques. 11 s’agit du :

e Plateau Central : C’est I’avant pays ou « Azaghar »,
situé au Nord-Ouest de la province et est caractérisé par
des collines dont les altitudes peuvent atteindre 1300 m.
e Causse Moyen Atlasique : il présente une ligne de
séparation avec le Plateau Central.

e Moyen Atlas plissé: Il présente les points
culminants  de la province, atteignant 2409 m pour le
Jbel Hayane.

Les deux derniéres unités forment la partie
montagneuse, supportant l'essentiel de la forét de la
province. lls sont appelés communément « Jbel » [8].

2.1.1.2. Climat

Le climat de la province est de type Méditerranéen,
caractérisé par un hiver rigoureux et un été frais.
Toutefois, la différence d'altitude entraine de grandes
nuances entre le «Jbel» et «I'Azaghar». Les
ambiances bioclimatiques régnant dans la zone d’étude
varient du semi-aride tempéré au niveau du plateau
central a I’humide froid, voire trés froid en haute
altitude et en zones asylvatiques.

La sécheresse estivale dure en moyenne un peu plus
longtemps au plateau central qu'en altitude, et
inversement les périodes et la quantité de neige en hiver
sont plus importantes sur les sommets. Les couches de
neige peuvent atteindre un a deux metres en altitude et
rarement vingt centimétres dans « I'Azaghar » [8].

e  Précipitations pour la période d’observation (1982-
2012)

Les précipitations sont concentrées entre Novembre
et Avril. Les mois de Juillet et Aot sont les mois les
plus secs. Les précipitations annuelles sont de
779 mm/an au niveau de la station d’Azrou et de
843 mm/an pour la station d’Ifrane [15].

Au niveau de la station d’Ifrane, les précipitations
moyennes mensuelles varient entre 08 mm en Juillet (le
mois le plus sec) et 122 mm en mois de Décembre (le
mois le plus humide).

Les données de la station d’Azrou montrent une
variation de 108 mm entre les précipitations du mois le
plus humide (115 mm) et celles du mois le plus sec
(7 mm).

e Températures pour la période d’observation (1982-
2012)

Pour la station d’Ifrane, la température moyenne
annuelle minimale est de 3,62 °C. La moyenne des
températures minimales mensuelles varie entre - 4 °C
en janvier et 12,5°C pour Juillet et Aolt. La
température moyenne annuelle maximale est de
18,48 °C. Elle varie entre 9,4 °C pour les mois de
Décembre et Janvier et 30,3 °C pour le mois d’Aofit.

Pour la station d’Azrou, La température moyenne
annuelle minimale atteint 7,04 °C. La moyenne des
températures minimales mensuelles varie entre 0 °C en
mois de janvier et 15,6 °C pour le mois d’Aoit. La
température moyenne annuelle maximale est de
21,4 °C. Elle varie entre 13 °C pour les mois de
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Décembre et Janvier et 33,6 °C pour les mois de Juillet
et Ao(t [15].

e Vents
Deux types de vents caractérisent la zone d’étude :

a) Les vents d’ouest, Sud-ouest et Nord—ouest (gharbi)
qui accentuent la gelée en hiver. Chargés d’humidité
d’origine  océanique, ils sont généralement
responsables des perturbations atmosphériques que
connait la région.

b) Les vents d’Est et de Sud (chergui) qui sont le plus
souvent des vents chauds et secs [15].

2.1.1.3. Formations forestiéres

Les foréts de la province d’Ifrane occupent une
superficie totale de prés de 116 000 ha. La superficie
des peuplements forestiers y est répartie comme suit
(Tableau 1).

Tableau 1
Répartition des superficies des peuplements forestiers de la province
d’Ifrane [3]

Peuplements Superficie Pourcentage par rapport a
forestiers (ha) la superficie totale des foréts
Ceédre pur et en 43 848,53 38%
mélange
Chéne vertpuret 47 559,17 41 %
en mélange
Pin maritime 2924 25%
Chéne zeen pur 271,51 0,2 %
Autres 20 645,36 18

2.1.1.4. Occupation du sol

La superficie de la province se répartit selon les
occupations du sol suivantes (Tableau 2).

Tableau 2
Superficie des principales occupations du sol de la province d’Ifrane

[2]

Occupation  Superficieen  Pourcentage de la superficie de

du sol (ha) la province
Parcours 157 212 44 %
Foréts 116 000 33%
SAU* 82179 23%

4 Superficie agricole utile

2.1.1.5. Milieu humain

Selon le dernier recensement de la population du
Maroc, la population totale de la province est de 155221
habitants. Le nombre de ménages est de 35859 avec une
moyenne de 4,3 personnes par foyer. La population
rurale est de 70629 habitants, soit 455% de la
population totale. Le nombre de ménages ruraux étant
de 14524, soit 40,5 % des ménages de la province, avec
une moyenne de 4,9 personnes par ménage [16].

2.1.1.6. Activités socio-économiques de la
population de la province

Les chefs de ménage des communes rurales se
répartissent selon les catégories socio - professionnelles
suivantes (Figure 2).

o Exploitants agricoles,
e Quvriers agricoles,

e Quvriers non agricoles,
e Employés,

e Commergants,

e Artisans.

Commergants
L1%
Artisans  0,80%
Employés  7,5%
Ouvriers non agricoles  4,8%

Quuvriers agricoles 18,30%

Eleveurs agriculteurs 62,5%

000% 1000% 2000% 3000% 4000% 50,00% 6000% 70.00% 80,00%

Figure 2. Répartition des catégories socio professionnelles des chefs
de ménage en milieu rural de la province d'lfrane [17]

Ainsi, les activités agricoles constituent la source de
revenus de 86 % des chefs de ménages ruraux de la
zone d’étude. Ces activités incluent deux composantes :

o [’élevage extensif a base d’ovins: principale
activité socio-économique.
e Les  cultures: céréaliculture,
arboriculture fruitiere, etc.

Il est a noter qu’au niveau de la province d’Ifrane, le
taux de pauvreté en milieu rural est de 16,4 %, avec un
indice de sévérité de 3,4 [18].

maraichage,
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L’effectif total du cheptel est de 562 100 tétes, soit
623 520 unité petit bétail (UPB). Ce cheptel constitue
18 % du cheptel de la région Fés-Meknés (Tableau 3).

Tableau 3

Effectifs du cheptel de la province en 2015 [19]
Caprins Bovins  Ovins Total en UPB*
62 900 18500 480 700 623 520

* 1 Unité petit bétail

Les ovins dominent avec un total de 480 700 tétes,
et constituent prés de 18 % des tétes ovines de la région
[19].

La superficie agricole utile (SAU) de la province
d’Ifrane est de plus de 86 000 ha [20]. Elle se répartit
comme suit (Tableau 4).

Tableau 4

Répartition des cultures pratiquées au niveau de la province d'lfrane
[20]

Spéculation Superficie (ha) Pourcentage
Céréales 50 000 58,01
Fourrages 12 300 14,27
Arboriculture 10 800 12,53
Olivier 1280 1,49
Cultures maraichéres 1400 1,62
Légumineuses 1100 1,28
Jachere 9315 10,81
Total 86 195 100

Cette répartition montre la dominance de la
céréaliculture (blés, orge, mais), qui occupe 58 % de la
SAU totale.

2.2. Méthodologie
1.2.2. Données utilisées

L’interprétation des images satellitaires permet
d’identifier des classes d’occupation du sol et d’extraire
les informations recherchées [21].

L’orientation du choix de la période a étudier pour
la présente analyse, et par conséquent des données a
utiliser, est issue des entretiens semi-structurés réalisés
avec la population locale. Ces entretiens mentionnent
les années 80 comme début des changements
d’occupation du sol au niveau de la province. Une durée
de 20 ans est jugée suffisante pour mettre en relief
I’ampleur de ces changements. Les images satellitaires
disponibles et répondant a ces exigences sont les
suivantes :

e Image satellitaire Landsat de I’année 1987 : Il s’agit
d’une image multi-spectrale d’une résolution de 30m,
prise en Avril 1987. Cette image a fait I’objet des
corrections géométriques et radiométriques. Ensuite,
pour pouvoir comparer les résultats issus des images
Landsat et Spot, ’image Landsat a été ré-échantillonnée
pour avoir des images a 10 m de résolution.
e |mages satellitaires SPOT de 1’année 2012 : Quatre
images SPOT orthorectifiées et corrigées a 1’origine ont
été utilisées. Elles ont une résolution de 10 m en mode
multi spectral, prises en Avril 2012.
Ces images satellitaires ont été mosaiquées. Un masque
a été appliqué pour extraire la zone d’étude.

D’autres données ont été nécessaires a la réalisation

de la présente analyse, il s’agit de :

e La carte topographique d’une échelle de 1/50000 de
la province d’Ifrane.

e Le modéle numérique de terrain (MNT).

1.2.3. Ouitils utilisés

Les outils de travail qui ont permis de manipuler les
données utilisées sont essentiellement des logiciels de
traitement numérique d’images de télédétection (ENVI
4.7.) et SIG (Systéme d’Information Géographique).

e Logiciel ENVI 4.7 : Ce logiciel a été utilisé pour les
corrections de 1’image Landsat, le ré-échantillonnage, la
classification supervisée des images satellitaires et
I’évaluation de la classification a travers les matrices de
confusion et le calcul du NDVI.

e Logiciel ARCGis 10.1: Il a servi pour la réalisation
des cartes d’occupation du sol et la réalisation des
calculs des superficies des classes d’occupation
étudiées.

1.2.4. Méthodes

La méthode de comparaison diachronique des
classifications a été choisie pour détecter les
changements d’occupation du sol [22,23]. Elle est basée
sur la classification des occupations du sol a des dates
différentes. Elle assigne d'abord des classes, et permet
par la suite la détection et 1’analyse des changements
spatiaux survenus au cours d’une période de temps [24].

L’analyse diachronique de 1’occupation du sol s’est
déroulée en quatre étapes, a savoir :

a) Réalisation des cartes d’occupation du sol a partir
des images satellitaires :
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Elle a été effectuée via la classification supervisée
par arbre de décision. Les paramétres retenus pour
classifier les deux images sont respectivement : la
Réflectance ; le NDVI et le MNT.

b) Evaluation de la classification :

Elle a été effectuée a trl0 avers la matrice de
confusion. Cette matrice renseigne sur deux types
d’erreurs, celles de commission ou de I'utilisateur, et
celles d’omission ou du producteur [25]. Elle permet
aussi de calculer I’indice Kappa, permettant d’évaluer la
précision d’une classification [26]. Les points vérités-
terrain observés pour chaque classe et les études
antérieures concernant la zone d’étude ont constitué une
base de validation des résultats obtenus.

¢) Calcul des superficies des classes d’occupation du
sol analysées (parcours et cultures) en Hectare (ha).

d) Détection des changements par comparaison des
superficies des classes d’occupations du sol étudiées.

L’analyse des changements d’occupation du sol a
été effectuée en comparant d’une part, I’évolution des
superficies des parcours et des terres cultivées et d’autre
part en mettant en évidence 1’évolution de la superficie
des parcours collectifs mise en culture.

3. Résultats et discussions

3.1. Evolution de la mise en culture a I’échelle de la
province

Le calcul des superficies des occupations du sol
analysées a permis de retracer I’évolution quantitative
de ces derniéres sur la période étudiée de 25 ans (Figure
3 et tableau 5).
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Parcours et terresincultes  Terres mises en culture Foréts

m Superficie en (ha) en 1987 Superficie en (ha) en 2012

Figure 3. Evolution des superficies des unités d'occupation du sol
analysées entre 1987 et 2012.

L’analyse quantitative de ’occupation du sol en
1987 permet de ressortir que, comparativement aux
terres mises en culture, les parcours couvrent la plus
grande part de la province (60,30 %), avec une
superficie totale de 215 443 ha, par contre, les terrains
mis en culture couvrent 24902 ha, soit 6,97 % de la
superficie totale de la province.

Les résultats obtenus pour 1’année 2012 montrent
une évolution croissante des terres mises en culture et
une régression de la superficie réservée a la vaine
pature.

Ainsi, la superficie occupée par les terres de
parcours est passée a 120 997 ha, soit une réduction de
94 946 ha. Les parcours ne couvraient que 33,86 % de
la province en 2012. Comparativement & la situation en
1987 ou cette superficie a connu une diminution de plus
de 43 %, avec une régression annuelle de 3 777,84 ha.

La superficie des terres mises en culture a connu
quant a elle une augmentation passant de 24 902 ha en
1987 a 119 363 ha en 2012, occupant alors 33,40 % de
la province. Le taux d’évolution de cette superficie a
dépassé les 100 %. Cette superficie a presque quadruplé
en I’espace de 25 ans, avec un rythme annuel de
3778,44 ha.an™.

Tableau 5
Superficie et taux de couverture des unités d'occupation du sol analysées pour les années 1987 et 2012
Classes d’occupation SuneTTiG _|1_987 5 o Subarici _7_012 3 n Evolution Rythme moyen annuel
du sol uperficie aux de couverture uperficie aux de couverture 0 ha.an™t
(ha) (%) (%) En(ha) En (%) ( )
Parcours et terres incultes 215 443 60,30 120 997 33,86 -94 446 -43,84 -3777,84
Terres mises en culture 24902 06,97 119 363 33,40 +94461 379,33 3778,44
Foréts 115989 32,46 115980 32,46 -9 -0,007 -0,36
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Selon la situation en 1987 la mise en culture s’étalait
sur les terres de basse altitude des fractions de la tribu
Irklaouen (Ait Yahia Oualla, Ait Hamou Oubouhou, Ait

Faska et Ait Arfa de Tigrigra), en plus des tribus Ait
Meroual et Ait Mouli (Figure 4). Il s’agit des zones
initialement a usage agricole [27].
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Figure 4 : Carte de I'occupation du sol de la province d'lfrane en 1987

En moyenne altitude, les cultures s’étendent sur les
terres des collectivités des Ait Ourtindi et Ait Sidi
Abdeslam. Ces terres initialement a usage pastoral
collectif ont fait I’objet de partage et privatisation
anciens, ayant facilité une mise en valeur individuelle
par la mise en culture [27].

Sur les terres d’altitude, les cultures s’étalent sur la
vallée de Guigou (relevant de la tribu Ait Arfa de
Guigou), autour des lacs (chez les Ait Idir et Ait Daoud

Oumoussa), et sur les terres privées des Ait Mhammed
Oulahcen. Toutes ces étendues constituent les zones
anciennes de culture des collectivités concernées
(Figure 4).

En 2012, les cultures se sont étendues sur les terres
de parcours en basse et moyenne altitude, mais aussi sur
les parcours d’altitude (tribus Ait Seghrouchen, Béni
Mtir, et Ait Meroual), (Figure 5).
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Figure 5 : Carte de I'occupation du sol de la province d'Ifrane en 2012

Cette extension étant la conséquence de la
réduction de I’espace pastoral de basse et moyenne
altitude, contraignant les éleveurs a se seédentariser sur
les parcours d’altitude par construction d’abris et
habitats en dur [27]. Cette sédentarisation constitue
aussi un facteur de réduction de 1’espace pastoral en
altitude, faisant émerger de nouveaux consensus
sociaux, en faveur du partage et privatisation des
espaces a usage collectif et d’une mise en valeur
individuelle par la mise en culture ou la vente illégale
des lots de terrains aux agriculteurs citadins [27, 28].

L’introduction de I’arboriculture a base de rosacées
par les investisseurs citadins et la monétarisation du
foncier qui s’en est suivie, ont induit, surtout sur le

territoire de la collectivité El Hajjaj, I’extension des
plantations sur tout 1’espace pastoral collectif [28].

En effet, la rentabilit¢ de 1’activité arboricole a
augmenté ’intérét porté aux espaces de plantation par les
investisseurs citadins. La forte demande a encouragé le
partage des terres collectives et I’introduction des
plantations fruitieres par ces investisseurs. Ensuite,
I’extension des vergers a induit la monétarisation du
foncier.

Cette situation a eu pour conséquence d’abord la
réduction drastique de la superficie des parcours hors
forét, ensuite, 1’augmentation de la pression sur les
parcours forestiers [28].

Ainsi, en plus des facteurs socio-économiques ayant
causé le bouleversement du systtme de gestion des
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ressources naturelles, conduisant a la sédentarisation,
mise en culture, partage et privatisation des parcours a
usage collectif, etc., le désengagement de la tutelle des
terres a usage collectif (Ministére de I’Intérieur) du
contrdle de I’application de la réglementation encourage
I’expansion du partage, privatisationet la mise en
culture des terres de parcours [27,28]. Ces pratiques
constituent une infraction a la loi interdisant toute vente
du droit de jouissance, achat, appropriation, ou
construction.

Actuellement, les nouveaux consensus sociaux
priment en matiére d’exploitation de 1’espace et de ses
ressources. Ces consensus répondent aux intéréts
individualistes et portent préjudice a la gestion durable
des parcours forestiers qui subissent les contrecoups de
la réduction des parcours hors forét [27].

En effet, la réduction des superficies des parcours
hors forét constitue une perte d’unités fourrageres, dont
la compensation se fait au détriment des ressources
forestiéres. Selon les études réalisées dans le cadre du
projet AFD®, la production fourragére des parcours hors
forét de la province est de 163,12 UF.halan?,
contribuant & 23,5 % dans le bilan fourrager [2].

Par conséquent, avec une perte annuelle de
3777,84 ha de parcours hors forét au profit des cultures,
616 241,26 UF sont soustraites annuellement du bilan
fourrager des troupeaux de la province. Ces unités
fourrageres sont tirées des parcours forestiers qui
subissent une pression continue et des charges réelles
dépassant les charges d’équilibre, en plus d’une
généralisation des pratiques d’ébranchage et écimages
en périodes de disette. Ces pratiques répétées
conduisent a I’affaiblissement physiologique des arbres,
ce qui entrainera a la longue, une dédensification et a
une réduction du couvert forestier de la province [11-
13].

4. Conclusions

L’analyse diachronique de I’extension des terres
cultivées aux dépens des terres de parcours a 1’échelle
de la province d’Ifrane a montré une augmentation des
superficies cultivées avec un rythme moyen annuel de

®Projet d’aménagement concerté des foréts et des
parcours collectifs de la province d’Ifrane, cofinancé
par I’Agence Frangaise de Développement (AFD).

plus de 3778 ha/an. Par contre les terres réservées au
parcours régressent annuellement de 3777 ha. Ces
derniéres ne couvrent que 33,86 % de la province en
2012, comparativement a une couverture de plus de
60 % en 1987.

Cette réduction des parcours hors forét entraine une
perte annuelle de 1’ordre 616 241,26 UF et expose les
parcours forestiers a une forte pression, mettant en péril
la durabilité des peuplements forestiers. En effet, ces
derniers constituent pour les éleveurs une réserve
fourragére sur pied, persistante et mobilisable tout au
long de I’année. Ainsi, les unités fourragéres perdues
sont tirées de I’exploitation de toutes les strates de la
végétation forestiere, conduisant a un appauvrissement
du cortege floristique, en plus de 1’exposition des arbres
forestiers (Cédre de I’Atlas, Chéne vert, Genévrier
thurifére) aux ébranchages et écimages dont les produits
servent de fourrage d’appoint pour le cheptel. Ces
pratiques ont pour effet ’affaiblissement des arbres, les
exposant au dépérissement et aux mortalités sur-pied.

Ainsi, les résultats obtenus montrent bien I’ampleur
du phénomene de la mise en culture des parcours au
niveau de la province d’Ifrane et ses répercussions sur
les espaces forestiers. Il S’agit bien d’une menace
pressante qui compromet 1’avenir des écosystémes
forestiers du Moyen Atlas Central et la durabilité de
leurs roles écologiques et économiques a 1’échelle
locale et globale.
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Résumé

La ville de Yamoussoukro comprend de nombreux jardins privés. Elle compte plus d’une trentaine de jardins privés avec une
biodiversité conséquente. La présente étude a permis d’évaluer I’aménagement des jardins privés de Yamoussoukro. Pour atteindre ce
but, un inventaire floristique a été réalisé a partir de deux méthodes complémentaires. Au cours de ’inventaire, des placettes ont été
installées. Aussi, la mesure des arbres de diamétre a hauteur de poitrine supérieur a 2,5 cm a été notée. Les densités, les aires basales,
les biomasses et stocks de carbones et les indices de diversité ont été calculées. Au total, 5269 individus ont été dénombrés dont 2184
ontun DHP > 2,5 cm. Senna siamea est ’espéce la plus représentative avec 10 % des effectifs. Les espéces a statut particulier recensées
et la forte biomasse montrent qu’un regard doit étre porté sur les jardins privés qui peuvent étre des milieux pour la conservation de la
biodiversité.

Mots-clés : Jardins privés ; Biodiversité ; Biomasse ; Espéces a statut particulier ; Yamoussoukro ; Céote d’Ivoire

Study of the vegetation of private gardens of Yamoussoukro city (Central lvory Coast)
Abstract

The city of Yamoussoukro includes many private gardens. It has more than thirty private gardens with a consequent biodiversity.
The present study made it possible to evaluate the layout of the private gardens of Yamoussoukro. To achieve this goal, a floristic
inventory was carried out using two complementary methods. During the inventory, plots were installed. Also, the measurement of trees
with a diameter at breast height greater than 2.5 cm was noted. Densities, basal areas, biomass and carbon stocks and diversity indices
were calculated. A total of 5269 individuals were counted, of which 2184 have a DBH > 2.5 cm. Senna siamea is the most representative
species with 10% of the population. The species of special status identified and the high biomass show that a look must be given to
private gardens that can be environments for biodiversity conservation.

Keywords: Private gardens; Biodiversity; Biomass; Special status species; Yamoussoukro; Ivory Coast

1. Introduction écosystémiques [3]. Les Services écosystémiques fournis
par les foréts urbaines sont entre autres la réduction des

Les foréts urbaines désignent une forét ou des flots de chaleur, des polluants atmosphériques,

boisements poussant dans une aire urbaine. Cette notion
est née au 20° siécle [1]. Elle a fait son apparition
principalement au Canada dans les villes abritant de
vastes étendues boisées telles que Bruxelles, Oslo,
Londres, Berlin, Stuttgart, Stockholm ou Zich [2].

Selon des recherches, les foréts urbaines offrent
plusieurs avantages connus sous le nom de services

I’approvisionnement en ressources, la purification de
I’air et ’embellissement des villes [4-8]. De ce fait, elles
sont développées de plus en plus en milieu urbain par
I’homme en vue de profiter des aménités qu’elles offrent.
Cependant, malgré leurs bienfaits démontrés a travers
ces études, les foréts urbaines régressent ou méme
disparaissent peu a peu partout dans le monde et

Ceci est un document en libre accés selon les termes de Creative Commons Attribution License CC-BY, ce qui permet de
BY le partager, copier, reproduire, distribuer, communiquer, réutiliser ou de I’adapter avec ’obligation de créditer son auteur.
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particulierement en Afrique. La cause principale de cette
régression est I’urbanisation. En effet, plus de la moitié
de la population vit en ville [9] et cette proportion
atteindra 70 % en 2050 selon la FAO [10]. Ainsi, face a
cette concentration de la population dans les villes, le
besoin d’espace se fait de plus en plus pressant. Les
foréts urbaines qui occupent des surfaces plus ou moins
importantes selon les villes sont détruites au détriment du
développement des infrastructures (routes et logements)
en Afrique. C’est a la suite de cette situation alarmante
que des études sont menées en Afrique pour montrer
I’importance de ces foréts en milieu urbain [11-13]. La
Cote d’Ivoire en particulier ne reste pas en marge de ces
études sur les foréts urbaines [14-16]. Toutes ces études
ont la particularité d’étre concentrées dans la ville
d’Abidjan, capitale économique de la Cote d’Ivoire.
Tandis qu’a Yamoussoukro, capitale politique, rares sont
les travaux réalisés sur les foréts urbaines. A
Yamoussoukro, les foréts urbaines sont constituées
d’arbres d’alignement, de réserves naturelles, d’espaces
délaissés et de jardins privés. Cette derniére forme de
forét urbaine fait 1’objet de cette étude. En effet,
Yamoussoukro regorge quelques jardins privés qui
conservent d’étonnantes grandes portions de foréts a
I’arri¢re-cour de certaines concessions. Une autre raison
est le peu d’études sur les jardins privés qui restent
documentés. La raison réside primo dans le caractére
privatif de ces jardins et secundo dans le désintérét des
chercheurs du milieu urbain a utiliser ces espaces comme
site d’étude.

Ces jardins privés étudiés sont ceux détenus par des
habitants, des hotels, des établissements scolaires et
administratifs locaux de la ville de Yamoussoukro. Le
caractere privatif du jardin a été pris en compte.

Ainsi, cette étude vise a évaluer la diversité des
especes  vegétales des jardins  privés.  Plus
spécifiquement, il s’agit de déterminer la richesse et la
composition floristique des especes végétales, de
caractériser la structure de la végeétation qui en résulte et
d’estimer la biomasse végétale des arbres des jardins
privés.

2. Matériel et Méthodes

2.1. Zone d’étude

Yamoussoukro, capitale politique de la Cote d’Ivoire,
se trouve entre 6°15 et 7°35 de latitude nord et 4°40 et
5°40 de longitude ouest et est située a 250 km au Nord-
Ouest de la ville d’Abidjan, capitale économique
(Figure 1). Elle a une superficie de 9300 ha. Le climat de
Yamoussoukro est de type tropical humide de transition
caractérisé par 2 saisons : une saison seche et une saison
de pluie. La saison de pluie s’étend sur 8 mois allant de
mars & octobre et la saison séche sur 4 mois allant de
novembre a février. Les températures diurnes sont
souvent proches de 35°C [17].
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Figure 1 : Localisation de la ville de Yamoussoukro

2.2. Collecte de données

Pour mener & bien cette étude, nous avons eu recours
a deux méthodes complémentaires. La méthode de
surface consiste a délimiter des placettes de surface fixe
(400 m? dans cette étude). Dans chaque placette, le nom
des espéces, le nombre d’espéces et le nombre



http://www.ins.ci/n/

NOMEL G.J.Retal. 93

d’individus par espéce ont été déterminés. Pour les
especes non encore identifiées et hors des placettes, elles
ont été prises en compte par la méthode itinérante qui
consiste a recenser les espéces en parcourant le site dans
toutes les directions. Le dénombrement des especes
arborescentes dont le diametre & hauteur de poitrine
supérieur ou égale a 2,5cm (DHP>25cm) a été
effectué. Pour les especes non identifiées sur le terrain,
des échantillons ont été prélevés et comparés avec les
spécimens de I’Herbier National de Cote d’Ivoire, logé
au Centre National de Floristique (CNF)?* de I’Université
Félix Houphouét-Boigny. Cela a permis d’identifier nos
échantillons. Au total, 9 jardins privés ont été visités pour
lesquels une autorisation d’accés nous a été accordée. Il
s’agit de 2 établissements scolaires, de 4 hotels, de la
mairie et de 2 domiciles pour 128 placettes installées. Il
est & noter qu’un jardin privé est un espace vert
généralement clos et non ouvert au public. L’étude s’est
déroulée de juillet 2017 & novembre 2017.

2.3. Analyse de données

Des listes floristiques ont servi de base pour la
détermination de la richesse et composition floristique
[18-20]. 11 s’agit de déterminer pour chaque espéce, la
famille, le genre, les types biologiques et chorologiques
et le type morphologique. La classification APG 1V [21]
a eté utilisée. La détermination des espéces a statut
particulier a pour but de montrer la valeur de
conservation des jardins privés. Pour ce faire, nous nous
sommes appuyés sur les listes floristiques des espéces
menacées [22, 23]. Pour I’endémisme des espéces, les
travaux de J.L. Guillaumet [24] et L. Aké-Assi [25] nous
ont servi de base.

On distingue trois types d’indices de diversité? [26]
qui prennent en compte non seulement le nombre
d’espéces, mais également la distribution des individus
au sein de ces especes
o Les descripteurs statistiques, abondamment utilisés et
permettant de décrire de maniére quantitative les
peuplements (Richesse Spécifique (S), Biomasse (B),
Abondance (A), Dominance...) ;

! http://ci.chm-cbd.net/links/liens/cote-d-ivoire/centres-de-
recherches/centre-national-de-floristique

2 ’indice de diversité est la quantité d'information apportée par un
échantillon sur les structures du peuplement dont provient

e Les indices de diversité, basés sur des formules plus
complexes et illustrant la complexité des peuplements
(Indice de Shannon Wiener (H’), indice d’équitabilité de
Pi¢lou (J’), Indice de Simpson, série d’indices de
Hill...);

e Les indices basés sur des représentations graphiques
et distributionnelles, permettant, a partir de 1’analyse de
la forme de courbes, d’étudier la structure des
populations (courbes de dominance Kk, courbes de
Comparaison Abondance/ Biomasse).

Pour notre part, nous avons utilisé, d’une part,
I’indice de Shannon-Wiener (H'), donné par la formule :
H’= -2 (Ni/N)xlog2(Ni/N), N; étant le nombre
d'individus d'une espece donnée, i allantde 1 a S (hombre
total des especes) et N le nombre total d'individus, et
d’autre part, I’indice qui lui est souvent accompagné,
celui de Pielou qui représente le rapport de H* a I’indice
maximal théorique dans le peuplement (Hmax). Ont été
aussi calculés, la densité des tiges par hectares (t.hat) et
les aires basales.

La distribution des classes de diameétres a permis de
montrer la variation du diamétre des especes
arborescentes dans les jardins privés. Pour le calcul de la
biomasse, des équations allométriques® [27] ont été
utilisées dans le souci de la préservation et conservation
des arbres contrairement & la méthode dite destructive,
qui consiste a récolter I’arbre, a le couper y compris
les feuilles en petits morceaux, a les passer au four
puis le peser aprés séchage. 11 s’agit des équations de
Chave et al. [28] pour les arbres des foréts semi-
décidues, les équations de Arifin [29] pour les
bananiers et les caféiers, 1’équation de Brown [30]
pour les palmiers et I’équation de Shin et al. [31]
pour les bambous. La biomasse est convertie en stock de
carbone en la multipliant par le coefficient 0,5 [32].

3. Résultats

3.1. Richesse et composition floristique

Au total, 5269 individus dénombrés dont 2184
individus > 2,5 cm. Tous ces individus représentent 378
especes reparties en 255 genres et 81 familles

I'échantillon et sur la fagcon dont les individus y sont répartis entre
diverses especes .

3 Equations destinées a évaluer, a partir d'échantillons, la biomasse
d'une forét en fonction de paramétres simples a mesurer, tel que le
diamétre, la hauteur et la densité du bois des arbres qui la composent
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(Tableau 1). Le nombre moyen d’espéces est égale a
12,80 + 5,83. Les espéces les plus représentées en termes
d’individus (DBH > 2,5 cm) sont Senna siamea avec 219
individus (10 %), Bambusa vulgaris avec 176 individus
(8,1 %) et Gmelina arborea avec 170 individus (7,9 %).
Les genres les plus représentés sont les genres Ficus,
Euphorbia, Citrus et Cassia. Les familles botaniques les
plus représentées sont les Fabaceae avec 50 espéces soit
13,2 %, les Apocynaceae avec 27 especes soit 7,1 % et
les Poaceae avec 23 espéces soit 6,1 %. Au niveau de la
diversité des espéces, I’indice moyen de Shannon est égal
2,61 + 0,53 bits et I’indice d’équitabilité de Piélou est de
0,79 + 0,13 (Tableau 1). 4 types phytogéographiques ont
été recenseés.

Tableau 1

Récapitulatif de la richesse floristique, la composition floristique et les
indices de diversité des jardins privés

Nombre

Individus 5269
Individus a DHP >2,5 cm 2184
Espéces 378
Genres 255
Familles 81
Shannon 2,61+0,53
Equitabilité 0,79+0,13

11 s’agit des especes de la région Guinéo-congolaise
(GC), les especes de la région Soudano-Zambézienne
(SZ), les espéces appartenant & la fois & ces 2 régions
(GC-SZ) et les especes introduites (i). Ainsi, les especes
introduites avec 41,5 % sont les plus abondantes. Les
especes de la région soudanaise sont les moins
représentées avec 3 % (Figure 2). 11 types biologiques
ont été recensés. Les microphanérophytes sont les plus
représentées avec 37 %. Tandis que les stolons et les
rhizomes ont les proportions les plus faibles avec 1 %
(Figure 3).

4 https://www.iucn.org/fr

41.5%

GC-Sz
26.7%

Figure 2 : Spectre des types phytogéographiques des jardins privés
Légende : GC : Taxon de la région Guinéo-Congolaise ; SZ : Taxon de la région
Soudano-Zambézienne ; GC-SZ : Taxon de la transition entre GC et SZ ;

i : Taxon exotique.

Concernant les types morphologiques, les arbustes
sont les plus nombreux avec 32,5 % et les sarmenteux,
les moins nombreux avec 0,3 % (Figure 3).

0
5
0
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0
0 Fhows.. ..

mp np mP Th Ch MP H G Gr Hyd rh
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Proportions (%)
— b D WD

Types biologiques

Figure 3 : Histogrammes des types biologiques des jardins privés
Légende : mp : macrophanérophyte ; np : nanophanérophyte : mpP :
mésophanérophyte ; Th : Thérophyte ; Ch : Chamaephyte ; MP :
Mégaphanérophyte ; H : Hémicryptophyte ; Hyd : Hydrophyte ; G : Géophyte ;
rh : rhizome ; Sto : Stolon.

3.2. Espeéces a statut particulier

Dans tous les jardins privés, 11 especes a statut
particulier dont 2 especes endémiques et 9 espéces rares
et/ou menacées d’extinctions ont été recensées. Il s’agit
de  Hypocratea vignei  (Hippocrateaceae) et
Solenostemon  monostachyus (Lamiaceae), espéces
endémiques toutes issues du bloc forestier de 1’ Afrique
de I'ouest (GCW). Concernant les espéces rares et/ou
menacées d’extinction, 6 espéces appartiennent a la liste
rouge des espéces menacées établis par 1’Union
internationale pour la conservation de la nature (UICN)?
[33]. 1l s’agit de Afzelia africana (Fabaceae), Albizia
ferruginea (Fabaceae), Entandrophragma cylindricum
(Meliaceae), Khaya grandifolia (Meliaceae) Khaya
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senegalensis et Pterygota macrocarpa (Malvaceae)
toutes vulnérables (Vu). Trois espéces appartenant a la
liste d’Aké-Assi [34] ont été rencontrées dans la zone
d’étude. 11 s’agit de Detarium microcarpum (Fabaceae)
et de Milicia excelsa (Moraceae) qui sont des especes
rares, devenues rares et menacées d’extinction (PRE) et
Lannea nigritana qui est une espéce en danger.

3.3. Structure des peuplements

Dans I’ensemble des jardins privés, 2184 individus a
DHP>25cm. Ce qui nous donne une densité de
426,56 ind.ha. Quand on considére les individus dans
les parcelles, la densit¢ moyenne s’éléve a
415,15 + 307,83 ind.hal. L’aire basale des individus est
égale 257,67 m?.ha* pour une moyenne de 61,89 + 43,97
m2.ha! (Tableau2).

Dans les jardins privés, La classe de diametre
comportant le plus grand nombre d’individus est la classe
]20-30] avec 76,75 t.ha. Elle est suivie par la classe
110-20] 74,02 t.hal. Les classes les moins représentées
sont les classes ]80-90] et ]90-100] avec des proportions
respectives de 9,76 et 7,4 t.ha.

Les histogrammes obtenus pour la distribution des
tiges par classe de diamétre, ont une forme en cloche
(Figure 4).
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Figure 4 : Nombre d’individus recensés par classes de diamétres dans
les jardins privés

3.4. Biomasse et stock de carbone

La biomasse végétale dans les jardins privés est de
1764,43 t.ha'. Le stock de carbone équivalent est de
882,21 t.ha’. Quand on considére les placettes, la
biomasse moyenne est égale a 1051,83 + 816,27 t.ha™.
Le stock de carbone équivalent est égal a
525,91 £408,13 tha? (Tableau 2). Les especes

arborescentes prépondérantes en termes de biomasse
sont Terminalia mantaly (122,68 t.hal), Ficus
benjamina (112 t.hat) et Delonix regia (111,81 t.ha?)

Tableau 2
Paramétres structuraux, biomasse et stock de carbone dans les jardins
privés

Variables Moyenne + Ecart-type
Densités (tha™®) 415,15 + 307,83
Aires basales (m2ha%) 61,89 + 43,97
Biomasse (t.ha™) 1051,83 + 816,27

Stock de carbone (tC.ha™) 525,91 + 408,13

4. Discussion

Quoique peu de jardins privés (9) sur la trentaine que
compte la ville de Yamoussoukro aient été visités,
1I’étude a montré qu’ils contiennent une biodiversité assez
conséquente. Ainsi, le nombre relativement élevé
d’espéces est di aux portions de foréts laissées
volontairement a I’arriére-cour de certaines concessions
en plus des espéces ornementales présentent a leur
devanture. Ces parcelles conservées volontairement
augmentent la richesse floristique. C’est dans ce cadre
que certains auteurs [35-37] ont affirmé que les jardins
privés sont des milieux fortement investis et qui
pourraient constituer des réservoirs potentiels d’espéces
et de milieux intéressants. Ce nombre d’espéces
recensées dans les jardins privés de Yamoussoukro est
supérieur a celui de tous les espaces verts de la ville de
Lomé au Togo avec 93 especes recensées par
Polorigni et al. [38]. Il est aussi supérieur & celui recensé
par Nomel et al. [16] avec 42 espéces sur les espaces
aménagés boisés des échangeurs de 1’autoroute
d’Abidjan. Cette différence s’expliquerait par le fait que
dans 1’étude a Abidjan, seules les espéces dont le
DHP>25cm ont été prises en compte. Ainsi, les
herbacées et les lianes entre autres n’ont pas été
recensées. C’est pourquoi, certains auteurs [39] ont
affirmé que, plus le DHP choisi pour le recensement des
espéces est bas, plus il y a de chance de trouver un
maximum d’especes. Les Fabaceae sont la famille la plus
représentées. Cela montre que cette Famille s’est adaptée
aux conditions environnementales de la ville comme
I’ont souligné certains auteurs [40,41]. L’abondance des
espéces exotiques dans les jardins privés de
Yamoussoukro pourrait s’expliquer par le fait que ces
espéces ont un apport décoratif comme 1’a signifié
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E. Aké-Assi [40]. En effet, par ses variétés de couleurs
au niveau du feuillage et des fleurs, les espéces exotiques
sont trés prisées par les propriétaires de jardins privés.
Ainsi, la recherche de ’esthétique influence fortement le
choix des especes. Cependant, cet attrait pour les espéeces
exotiques a potentialité ornementale n’est pas sanS
conséquence pour les espéeces locales. Certaines de ces
espéces exotiques ont un caractere invasif et peuvent
entrer en concurrence avec les espéces natives pour
I’espace. C’est dans cette optique que Nomel et al. ont
affirmé qu’un grand nombre d’espéces exotiques peut
modifier la structure et le fonctionnement des
écosystemes originels [16]. L’indice de Shannon
relativement faible est le fait du choix des espéeces
végétales plantées par les propriétaires de jardins privés.
Toujours dans cette méme veine, le choix volontaire des
especes vegetales présentes dans les jardins privés de
Yamoussoukro est & la base de la présence des especes a
statut particulier.

Ces especes a statut particulier montrent 1I’importance
des jardins privés dans la conservation de la biodiversité.
Ces endroits qui ne sont pas ouverts au public, servent de
protection aux espéces dites vulnérables, menacées
d’extinction, rares, en danger et endémiques. D’autres
études [35,36] ont montré I’importance des jardins dans
la conservation de la biodiversité. La valeur de la densité
des jardins privés de Yamoussoukro est de
415,15 + 307,83 t.hal. Cette forte densité est le fait des
portions de foréts et des nombreuses plantations d’arbres
laissées volontairement a 1’arriére-cour des concessions.
Ces plantations d’arbres sont des teckeraies, des
plantations a Gmelina arborea, d’Eucalyptus
camaldulensis, en majorité peu entretenus. Ces arbres
sont plantés les uns pratiguement prés des autres
donnants lieux a des formations forestiéres dont la
canopée est pratiguement fermée. Cette densité est
grande comparée a la densité des espaces verts non
aménagés de la ville de Strashourg en France qui est de
70 arbres.ha [41]. Cette différence pourrait étre due aux
activités agricoles menées sur ces espaces. En effet, lors
de I’installation des plantations agricoles, les arbres sont
détruits au profil des cultures dans le but d’éviter les
effets de ’ombrage sur le rendement. L’aire basale
relativement élevée dans les jardins privés de la ville de
Yamoussoukro est due a la volonté de leurs propriétaires

5 https://www.oipr.ci/index.php/parcs-reserves/parcs-nationaux/parc-
national-du-banco

d’avoir de grands et de gros arbres pour profiter d’un
maximum d’ombrage et surtout par le caractére privatif
de ces jardins évitant toute exploitation de la ressource
en bois. Cette valeur élevée de 1’aire basale est supérieure
a celle du Parc National du Banco (PNB), qualifié de
réservoir hydraulique et poumon vert de la ville
d’Abidjan®, qui est de 49,27 mZhal [42]. Cette
différence s’expliquerait par le fait que malgré son statut
de zone protégée, certains individus réussissent a
tromper la vigilance des gardes forestiers pour couper les
gros arbres et méme des cultures agricoles ont été
découvertes dans le PNB. La biomasse et le stock de
carbone élevés des jardins privés de Yamoussoukro
seraient dus a la forte proportion d’arbres de gros
diameétre et donc a une aire basale élevée [43]. Elles sont
dues aussi a la forte proportion d’espéces introduites a
croissance rapide [44,45]. Cette valeur de la biomasse est
supérieure a la biomasse des espéces arborescentes des
échangeurs de ’autoroute du Nord [16] qui est égale a
79,15 t.ha et a la biomasse dans les espaces verts des
communes de Cocody et du Plateau (Cote d’Ivoire) [15]
qui est de 562,33 + 819,39 t.ha’.

Cette différence est due a la faible proportion d’arbres
de gros diamétre dans la ville d’Abidjan. Ainsi, les
jardins privés peuvent se révéler de gros puits a carbone
comparés a des foréts plus ou moins naturelles et sont des
abris pour des especes a valeur de conservation.

5. Conclusion

Les résultats de cette étude sur les jardins privés ont
montré qu’ils sont riches de 378 espéces réparties en 255
genres et 81 familles pour un total de 5269 individus dont
2184 individus > 2,5 cm. Les microphanérophytes et les
espéces introduites sont les plus abondantes. Senna
siamea, Bambusa vulgaris et Gmelina arborea sont les
espéces qui ont le plus grand nombre d’individus.
Terminalia mantaly, Ficus benjamina et Delonix regia
sont les especes qui enregistrent les plus grandes
biomasses et stock de carbone. Ces espéces sont des
especes a croissance rapide et sont aussi a la base de la
forte biomasse des jardins privés.

Les jardins privés sont des espaces verts peu
documentés. La difficulté réside dans leur accessibilité
du fait de leur caractere privatif et de la méfiance de leurs
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propriétaires. Cette étude a montré que les jardins privés
constituent un réservoir a biodiversité végétale et une
« zone protégée » pour les espéces a statut particulier.
Cependant, la plantation des espéeces végétales dans les
jardins privés ne fait ’objet d’aucun suivi et peut
entrainer ’introduction des espéces a caractére invasif.
Ce qui se manifeste par la forte proportion d’espéces
introduites recensées dans cette étude. Ainsi, il faudrait
encourager plutdt la plantation des especes locales a
travers une formation et une sensibilisation a 1’endroit
des pépiniéristes et des propriétaires de jardins privés.
Encourager les propriétaires de jardins privés a
rechercher les espéces a grande valeur notamment les
especes a statut particulier.
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