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Introduction générale

L’agriculture constitue la source principale de nutrition pour ’humanité. En effet, les
récents rapports de la FAO (Organisation des Nations unies pour lalimentation et
l'agriculture) indiquent que d’ici 2050 il sera nécessaire de doubler la production agricole
mondiale actuelle pour nourrir les 9 milliards d’étres humains. Avec cette croissance
démographique forte, les techniques agricoles traditionnelles et conventionnelles sont

devenues insuffisantes pour répondre aux besoins futurs de I'agriculture (Singh et al., 2017).

De plus, chaque année des pertes économiques trés importantes sont signalées a cause
de I’occurrence des maladies des plantes a 1’échelle mondiale, qui sont devenues une menace
majeure pour la production agricole et la stabilité¢ des écosystemes naturels, elles sont
responsables de la perte d’au moins 10 % de la production mondiale alimentaire (Strange et
Scott, 2005).

La mécanisation et les moyens modernes de I'agronomie (fertilisation, pesticides, ....)
sont devenus de plus en plus critiqués en raison des dégradations de 1’environnement dont
elles sont responsables pour grande partie. L’utilisation des produits chimiques sous forme
des fertilisants et des pesticides ou les plantes résistantes sont a la base de 1’amélioration des
rendements des diverses cultures (Kirdi ,2011). Mais ces intrants chimiques ont provoqué des
sérieux problémes sur la biodiversite, la santé humaines, et le développement de la résistance
chez les agents pathogénes (insectes, nématodes, champignons, bactéries).Ces contraintes ont
obligé la communauté scientifique a chercher des solutions alternatives pour assurer la
durabilité de I’agriculture par I’utilisation des microorganismes bénéfiques (Vessey, 2003) en
augmentant le rendement et en sauvegardant les ressources naturelles et la santé des plantes
(Kirdi ,2011).

Plusieurs méthodes ont été proposées pour améliorer la croissance des plantes. Parmi
elles, 1’utilisation des bactéries rhizosphériques est la plus étudiée. Ces bactéries nommées
PGPR (Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes) et exercent un effet bénéfique
sur les plantes par la stimulation de leurs croissance ou par I’induction des mécanismes de
défense. (Felici et al., 2008).

Plusieurs formulations de PGPR sont commercialisées qui semblent promouvoir la
croissance par au moins un des mécanisme: suppression des maladies des plantes
(bioprotecteurs), lI'amélioration de l'acquisition des nutriments (engrais biologiques), ou la
production de phytohormones (biostimulants). Les bactéries dans le genre Bacillus,

Streptomyces, Pseudomonas, Burkholderia, et Agrobacterium sont les agents de lutte
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Introduction générale

biologique principalement étudiées et sont de plus en plus commercialisées (Ma'rcia do Vale

Barreto Figueiredo et al., 2010).

Parmi ces PGPR, on trouve les Pseudomonas spp. Fluorescents. Leurs utilisation dans
I’agriculture en tant que biofertilisants ou biopesticides offre un bon rendement et pourrait
permettre de diminuer les apports d’engrais ou de pesticides chimiques (Rabhi, 2011). Ces
bactéries sont un bon outil de lutte biologique car elles peuvent également augmenter le
niveau de résistance des plantes aux diverses maladies grace a leur activité antagoniste vis-a-
vis des phytopathogénes par la production des métabolites secondaires a effet antimicrobien
tels que les phénazines , pyolutéorine et pyrrolnitrine qui provoquent la lyse cellulaire, arrét

de la réplication de I’ADN, pouvoir oxydant...etc. (Rai, 2017).
Alors quelles sont les Propriétés des PGPR et leurs effets bénéfiques ?

Quelles sont les activités antagonistes des Pseudomonas spp Fluorescents vis-a-vis les
phytopathogénes ?
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Propriétés des PGPR




Chapitre | : Propriétés des PGPR

1. Généralité sur les PGPR :

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) ont été définies pour la
premiere fois par Kloepper et Schroth 1978, comme étant les bactéries qui colonisent le sol
(Dorjey et Dolkar ,2017). Le terme PGPR provenant de 1’anglais « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » désigne les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le
développement des plantes par différents moyens. Généralement, elles sont des souches tres
compétitives capables de coloniser le systeme racinaire des plantes (Abnatura, 2013). Les
PGPR les plus fréquemment identifiées sont Klebsiella, Enterobacter, Acinetobacter,
Agrobacterium,  Arthrobacter,  Azospirillum,  Bacillus,  Bradyrhizobium,  Frankia,

Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Thiobacillus,Azotobacter et autres (Gosal et kaur, 2017).

Les PGPR composent un groupe hétérogene de bactéries qui peuvent se développer
dans, sur, ou autour des tissus des racines végétales, stimulant la croissance des plantes

directement et / ou indirectement (Kang et Shen, 2013).

2. Les différentes formes des PGPR :

2.1. Phytobénéfiques :

Sont des microorganismes capables de stimuler la croissance végétale par la production
des phytohormones comme les auxines, cytokinines et gibbérellines ou de changer la
concentration des régulateurs de croissance tels que 1’acide indole acétique AIA et 1’éthyléne,

a ’intérieur de la plante (Lugtenberg et al., 2002 ; Vessey, 2003) .
2.2. Biopesticides :

Sont des microorganismes qui favorisent la croissance des plantes en controlant les
agents phytopathogénes, principalement par la production des antibiotiques, sédérophores,
cyanure d’hydrogene et la production des enzymes qui dégradent les parois cellulaires

(Somers et al., 2004) .
2.3. Biofertilisants :

Sont des substances d’origine organique contenant des microorganismes. Quand elles
sont appliquées a la semence, a la surface de la plante ou au sol, elles colonisent la

rhizosphére ou I’endosphére et stimulent la croissance végétale (Figure 1) par ’amélioration



Chapitre I : Propriétés des PGPR

de la nutrition ou elles augmentent la disponibilité¢ des nutriments essentiels a la plante par la

fixation biologique de l’azote, la solubilisation de phosphore insoluble et du potassium

(Vessey, 2003).

Figure 1 : L’effet biofertilisant des PGPR sur la croissance et la vigueur des plants de
poivron (Rosskopf et al., 2005).

A : Plantes témoins non-inoculées. B : Plantes inoculées.
3. Effets bénéfiques des PGPR :

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent de différents
mécanismes exercés par les PGPR dont les modes d’action sont directs ou indirects (figure2).
Les mécanismes indirects sont, en général, ceux qui se produisent en dehors de la plante,
tandis que les mécanismes directs sont ceux qui se produisent a I’intérieur de la plante et
affectent directement leur métabolisme. Ces mécanismes pouvant tre actifs simultanément ou
séquentiellement a différentes étapes de la croissance des plantes (Gupta et al., 2000).De plus,
les PGPR peuvent contribuer dans 1’amélioration de la résistance de la plante aux stress
biotiques et abiotiques (la salinité, la sécheresse et a la toxicité des métaux lourds) ( Van der

heijden et al ., 2008).
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Figure 2 : Promotion de la croissance des plantes par les PGPR (Khan et al., 2009).

3.1. Augmentation de la disponibilité des éléments nutritifs :

La croissance végétale peut étre favorisée par une meilleure fertilité du sol en éléments
nutritifs de base (N, P, K) et en oligoéléments. Le phosphore (P), I’azote(N) et le

potassium(K) sont parmi les principaux facteurs limitant de la croissance végétale.

3.1.1. Fixation de I’azote (N) : L’azote est le nutriment le plus vital pour la croissance et la
productivité des plantes. Bien qu’il y ait environ 78 % de N, dans I’atmosphere, mais il n’est
pas disponible pour les plantes en croissance (Muness, 2013). La fixation biologique de
l'azote par les bactéries du sol est considérée comme l'un des principaux mécanismes par
lequel les plantes bénéficient de l'association microbienne (Sahinef al., 2004).

Les PGPR les plus connus pour leur role de stimulation des plantes grace a leur capacité
de fixer 1‘azote atmosphérique et le converti en formes utulisable par la plante sont : Azoarcu
ssp., Burkholderia sp., Pseudomonas sp., Herbaspirillum ; Azotobacter Paenibacillus et
Azospirillum brasilense, qui transforment 1'azote atmosphérique en ammoniac en utilisant un

systtme enzymatique complexe connu sous le nom de la nitrogénase (Weyens et al.,

2010;Arora et al., 2012).
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3.1.2. Solubilisation du phosphore(P): Le phosphore est le deuxiéme nutriment
important limitant la croissance des plantes apres I’azote. Il est largement disponible dans le
sol sous deux forme organique et inorganique (khan et al., 2009). Il joue un role pratiquement
important dans tous les processus métaboliques majeurs dans les plantes, y compris la
photosynthese, le transfert d'énergie, la transduction du signal, la biosynthése
macromoléculaire et la respiration (Khan et al., 2010). Les plantes sont incapables d'utiliser le
phosphate car 95 a 99 % de présents sous la forme insoluble, immobilisée et précipitée. Les
plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux formes solubles : les ions monobasique

(H,PO,) et basique (HPO4,) (Govind et al., 2015).

La solubilisation microbienne du phosphate joue un role important dans la conversion du
phosphore insoluble en phosphore soluble, En effet, il a ét¢ démontré que certains
microorganismes du sol sont impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles.
Cette derniere se fait sous 1’action des acides organiques de faible poids moléculaire
(Ahemad et Kibret,2013) et de différentes phosphatases (Glick, 2012) synthétisés par
certaines bactéries du sol appartenant aux genres : Azotobacter spp., Bacillus spp.,
Enterobacter spp., Erwinia spp., Flavobacterium spp., Microbacterium spp., Pseudomonas

spp., Serratia spp. Et Rhizobium spp. (Bhattacharyya et Jha, 2012) ;( figure 3).

A —
PhOSphOfE Minéralisation / Solubilisation
Organique et > > Phosphore
inorganique Disponible
Immobilisation
g ) -

Figure 3 : Schéma général des voies de mobilisation et immobilisation du phosphore dans le

Sol par les bactéries (Khan et al., 2009).
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3.1.3. Solubilisation du potassium : C’est le troisiéme nutriment majeur important pour les
plantes. Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement tres faibles et
plus de 90 % de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux
de silicate (Parmar et Sindhu, 2013).

En outre, en raison de l'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium
devient l'une des principales contraintes dans la production végétale. Sans potassium adéquat,
les plantes ont des racines mal développées, poussent lentement, produisent de petites graines
et ont des rendements plus faibles (Kumar et Dubey, 2012). On a signalé que les micro-
organismes du sol jouaient un role clé dans le cycle de potassium naturel et, par conséquent,
les rhizobactéries comme les Pseudomonas solubilisent le potassium présent dans le sol en
fournissant une technologie alterative pour rendre le potassium disponible pour l'absorption

par les plantes (Rogers et al., 1998).

3.1.4. Le fer (Fe) : 1l fait partie des oligoéléments essentiels des végétaux. Il est présent
de maniére abondante dans les sols sous sa forme ferrique (Fe"). Cette forme est peu soluble

et difficile a acquérir par les plantes, son absorption nécessite alors un transporteur.

Certaines bactéries sont capables de libérer des sidérophores , des molécules de faible
poids moléculaire ayant une forte affinité pour le fer . Ces sidérophores peuvent former des
complexes sidérophore -Fe** pour extraire, chélater et transporter le fer a proximité des
racines. Ce complexe est reconnu au niveau racinaire par des récepteurs protéiques
spécifiques ou il peut é&tre absorbé. Les plantes produisent elles-mémes des
phytosidérophores. Les PGPR permettent donc de renforcer ce mécanisme (Morrissey et

Guerinot, 2009).
3.2. Stimulation de la croissance végétale :

Plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes telles que
I’¢longation et la division cellulaires, la différenciation tissulaire, et la dominance apicale sont
régulées par des hormones. Les mécanismes directs des PGPR sur la croissance des plantes
comprennent la production de phytohormones telles les auxines, les cytokinines, les acides
gibbérelliques et l'abaissement du taux d'é¢thyléne chez la plante (Tableaux 1) (Costacurta et
Vanderleyden, 1995 ; Glick, 1995; Lucy et al., 2004). L’ AIA est le plus important groupe des
auxines (Ashrafuzzaman et al., 2009) et quantitativement le plus produit parles PGPR, plus
particulierement par les Pseudomonas. Les régulateurs de croissance des végétaux sont les

substances qui influencent les processus physiologiques de la plante a de trés faibles
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concentrations et modifient ou contrélent un ou plusieurs événements spécifiques du
métabolisme d’une plante. La modification de 1’architecture racinaire par I’augmentation de la
surface et de la longueur des racines permet un grand acces a la plante aux éléments nutritifs
du sol (Glick, 2012). Les hormones végétales sont des signaux chimiques affectant la capacité
de la plante a réagir a son environnement. Elles jouent un role important dans la réponse de la

plante aux stress biotiques et abiotiques (Ashrafuzzaman et al., 2009).

Les travaux de Zermane et al ., 2007, ont abouti a la sélection de rhizobactéries
bénéfiques efficaces dans la stimulation de la croissance de la féve et le biocontrdle de
I’orobanche (crenata Forsk.) qui est une phanérogame parasite trés nuisible aux légumineuses

alimentaires, la feve (Vicia faba L.) en particulier.



Chapitre | :

Propriétés des PGPR

Tableau 1 : Substances libérées par PGPR favorisant la croissance des plantes (Munees

et Mulugeta, 2013).

PGPR

Traits de promotion de la croissance

des plants

Pseudomonas putida ; Pseudomonas
aeruginosa ,;Klebsiella sp;

Enterobacter asburiae

AIA, siderophores, HCN, ammoniaque,
exo- polysaccharides, solubilisation du

phosphate

Psychrobacter sp.  SRSS,
Bradyrhizobium sp. 750,
Pseudomonas sp., Ochrobactru

mcytisi

Mobilisation des métaux lourds

Stenotrophomonas maltophilia

Activité du Nitrogenase, solubilisation

du phosphate, AIA, ACC deaminase

Pseudomonas sp

Burkholderia

Pseudomonas sp.

Pseudomonas, Bacillus

AlIA,
de

Solubilisation du Phosphate,

siderophore, HCN, potential
biocontrol
ACC deaminase,

des

AIA, siderophore,

solubilisation métaux  lourds,
solubilisation du phosphate
Solubilisation du Phosphate, AIA et

siderophores

Bacillus spp., Pseudomonas spp.,

Azotobacter spp., Rhizobium spp.

Pseudomonas chlororaphis Baciilus

subtilis

AIA, production de I’ammoniaque

Activité antifongique
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3.3. Stimulation de la germination des graines :

Les PGPR utilisées comme des bio fertilisants sont efficaces pour 1’amélioration des
rendements des cultures en améliorant les paramétres de rendement, notamment le taux de
germination des semences comme il a été démontré chez des souches d’Azospirillum,
Pseudomonas et Azotobacter (Shaukat et al., 2006). Certaines souches bactériennes,
appartenant en particulier au groupe des Pseudomonas spp Fluorescents, semblent améliorer
la germination des graines lorsque les conditions d’environnement sont défavorables. Hofte et
al (1991) ont enregistré une augmentation significative du taux de germination des semences
de mais soumises au froid aprés inoculation de deux souches de Pseudomonas spp
Fluorescents. L’une d’entre elles, a de plus, permis de maintenir le pourcentage de
germination d’un lot de semences 4gé¢ de deux ans au méme niveau que celui uniquement agé

d’un an (Kloepper et al., 1986).

La stimulation de la germination des graines par les souches B, et B, de Pseudomonas
flluorescens a été démontré sur les grains de tomate (Imkhlef et Leghima ,2017) sur deux

légumineuse arborescentes.
3.5. Phytoremédiation :

Etant non dégradables, les métaux lourds doivent étre éliminés des sols contaminés. Ce
probléme a été résolu en utilisant une « technologie verte » impliquant des plantes tolérantes
aux métaux pour nettoyer les sols pollués (Ullah et al., 2015). Il s’agit d’une technologie
d'assainissement rentable, efficace et respectueuse de l'environnement (Dary et al., 2010). La
phytoremédiation est une approche utilisée pour enlever, détruire ou séquestrer les polluants
des sols et de I'eau. elle est généralement considérée comme une option de gestion écologique

pour les sols pollués (Rajkumar et al., 2010).

L'établissement optimal des plantes (comme les 1égumineuse) dans les sols contaminés
ou l'azote et le phosphore sont gravement déficients, nécessite la présence des PGPR
nécessaires a la fixation de I'azote atmosphérique et a la solubilisation des phosphates (Dary et
al., 2010). Dans ce contexte, l'attention des microbiologistes envers les bactéries devient de
plus en plus importante (Hao et al., 2014). Ils se sont intéressés a l'utilisation de plantes
associées a des microorganismes comme outil de phytoremédiation des sols contaminés par
des métaux lourds (Jebara et al., 2017;Mishra et al., 2017). De nombreuses études ont été

menées pour évaluer l'impact de diverses bactéries rhizosphériques sur l'efficacité de
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phytoremédiation de leur plante hote. Ceci était avantageux (Chiboub et al., 2018 ;Kamran et

al., 2016 ;Karimi et al., 2017).
3.6. Biocontrole des maladies phytopathogénes :

Les PGPR antagonistes ont attiré beaucoup d'attention pour leur pouvoir anti-
phytopathogenes. De nombreuses études concernant l'utilisation de ces microorganismes
comme une alternative aux pesticides ont prouvé que ces agents de biocontréle peuvent avoir
un rdle important dans I’amélioration du rendement de ’agriculture et de 1’horticulture
(Niranjan et al., 2005). Plusieurs bactéries et champignons ont été rapportés comme
microorganismes antagonistes, en particulier les souches du genre Bacillus, Pseudomonas et
Burkholderia (Lodewyckx al., 2002).

Les microorganismes peuvent exercer une activité antagoniste selon différents
mécanismes incluant : la compétition, l'antibiose et I’induction de la résistance systémique. La
plupart des interactions entre les PGPR antagonistes et les phytopathogeénes consistent en
I’inhibition de ces derniers par des substances antimicrobiennes (Raaijmakers et al., 2002), la
compétition pour les nutriments et/ou l'espace (Antoun et Prévost, 2005), 1'inactivation des
facteurs de germination du pathogene ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité
comme les toxines, ainsi la capacité de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores

des pathogenes (Whipps, 1997).

11



Chapitre I

Géneéralite sur les Pseudomonas

spp Fluorescents




Chapitre 11 : Généralité sur les Pseudomonas spp Fluorescents

1. Historique des Pseudomonas :

En raison de leur présence généralisée dans l'eau et des graines de plantes telles que
les dicotylédones, les Pseudomonas ont été observés au début de I'histoire de microbiologie
(Muller, XVI111° siécle). Le nom générique Pseudomonas créé pour ces organismes a été défini
en terme assez vague, en 1894 par Migula, comme un genre de bactéries a Gram-négatives, en
forme de tige et possédants des flagelles polaires. Peu de temps apres, les Pseudomonas ont
été isolées de nombreuses niches naturelles et un grand nombre de noms d'espéces a été
initialement attribuée au genre. Selon la deuxieme édition du « Bergey™s Manual of

Systematic Bacteriology, 1986 », I’historique des Pseudomonas peut étre comme suit :
181eme siécle : Monas = formes droites par Mller.

1894 : Découverte du genre Pseudomonas (Migula, 1894).

1917 : Famille des Pseudomonadaceae (flagelles polaires).

1920 - 1950 : Description de nombreux nouveaux Pseudomonas.

1960 : Classification des Pseudomonas sur la base de criteres phénotypiques par (Stanier et
al., 1960).

1970-1980 : Eclatement du genre en 5 groupes génomiques sur la base de tests d'hybridation
ADN-ADN (Palleroni, 1970), puis ARNr-ADN (De Vos, 1980) et des séquences de I'ARN
16S, I'ARN 23S, gyrB...

Depuis 1980 : Création de nouveaux genres et attente de nouvelles subdivisions (Innoel et al.,
1987).

2. Généralité sur les Pseudomonas :

Les Pseudomonas sont des bactéries que 1’on rencontre communément dans 1’eau,
dans les sols et, en particulier au niveau des rhizosphéres (Kanyinda et al., 2014). Dans ce
dernier milieu, elles sont vraiment abondantes et dans certains cas elles représentent plus de
60 % de la microflore bactérienne totale du sol (Digat, 1994), grace a leur capacité de
coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population qui est trés remarquable
(Ouserir et al .,2018).
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Ces rhizobactéries saprophytes sont impliquées dans de nombreuses interactions avec
les plantes (Schroth et al., 1992), rapportées a la fois comme stimulatrices de la croissance
des plantes (PGPR) (Tableau 2), mais aussi comme souches de biocontréle des champignons
phytopathogénes. Elles sont classées comme étant les meilleurs candidats PGPR (Saharan et
Nohra., 2011). La fluorescence de ces bactéries est due a la production d’un pigment
fluorescent jaune-vert appelé «pyoverdine », soluble dans I’eau et insoluble dans le
chloroforme (Digat et Gardan 1987).

Ces Pseudomonas spp Fluorescents appartiennent au genre Pseudomonas de la famille
des Pseudomonaceae (Dima, 2015). Ce groupe comprend une soixantaine d’espéces, plusieurs
études ont souligné le haut degré de diversité au sein de Pseudomonas fluorescens, ce qui a
mené a la subdivision de cette espece en différentes biovars (Cook et al., 1996). Les

Pseudomonas sont classé selon la hiérarchie suivante (Palleroni, 1984 .,Holt et al.,1994) :
Régne : Bacteria

Embranchement : Bacteria

Classe : Schizomycetes

Ordre : Pseudomonadales

Sous-ordre : Pseudomonadineae

Famille : Pseudomonaceae

Genre : Pseudomonas
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Tableau 2 : stimulation de la croissance et du rendement des cultures apreés inoculation
des souches de Pseudomonas spp Fluorescents (Mattar, 1993).

Plante héte

Conditions expérimentales

Augmentation (% du témoin)

Controlées production croissance rendement
Beta vulgaris X X 20a69 21a77
Brassica campestris X 22365 7a19
Citrus sp —» 116
Cucumis sativus 36a58
Espéces florales 18a41
Lactuca sativa X 38286
X 20a37
Lycopersicones culentum X 25393
X 26 230
Malus sp plantules porte X X 23240
greffe fruits X 2a121 10
Oryza sativa X 3al60
Phaseolus vulgaris X 4328
Raphanus sativus X X —» 567
X X —» 200
X X 8323320 10a11
73367 2a24
Solanum tuberosum X X —» 550 10a 15
X X 1a17
X 47 a 500 17 a37
Triticum sp X 2a26

X : Indique le type de condition expérimentale utilisé.

— Indique la valeur maximale de I’augmentation.
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3. Habitat des Pseudomonas :

Les Pseudomonas ont souvent une versatilité nutritionnelle trés large, ce qui leur
permet de vivre dans des niches écologiques naturelles trés diverses. Grace a la richesse de
leurs voies métaboliques, elles sont souvent capables de résister a de nombreuses conditions
environnementales (Achouak et al., 2000). Ces bactéries survivent et se multiplient dans des
environnements humides. Ce sont des bactéries ubiquitaires présentes dans ’eau, le sol, les

végeétaux et les tissus biologiques (Fernandez et al., 2015).
4. Les caractéristiques des Pseudomonas :

Bacilles a Gram négatif.
Batonnets droits et fins (0,5 et 1,3 um) (figure 4).
Mobiles par une ciliature polaire (figure 5).

YV V V V

De nombreuses especes ou souches de Pseudomonas ne se cultivent pas a 37°C alors
que la température de 30°C convient a tous, pathogénes et saprophytes.

Bactéries chimioorganotrophes avec un métabolisme strictement respiratoire.

Utilisent plusieurs sources hydrocarbonées comme source de carbone et d’énergie.

Bactéries caractérisées par leur résistance aux antibiotiques (Meliani, 2012).

YV V V V

La plupart sont saprophytes (Bossis et al., 2000).
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Figure 4 : Observation par microscope électronique a balayage d’une souche de

Pseudomonas sp (Saddiki,1999).

Figure 5 : Photographie microscopique électronique a balayage de Pseudomonas spp

Fluorescents (Brittan starr scales et al., 2014 ) .
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Les Pseudomonas spp Fluorescents font I’objet d’une attention particuliére.
L’inoculation des plantes a 1’aide de certaines souches de Pseudomonas spp s’accompagne en
effet d’'une augmentation significative du rendement de la culture. Celle-ci résulte de la
stimulation de la croissance des plantes et de leur protection contre des microorganismes
pathogénes. Deux types de mécanismes sont responsables de ces effets bénéfiques. L’un
concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la rhizosphere. L’autre, la
modification du métabolisme et de la physiologie de la plante. Ainsi, la compétition et
I’antibiose exercées par les Pseudomonas spp réduisent la densité et I’activité néfaste de
microorganismes pathogénes. Les Pseudomonas spp affectent également la croissance des
plantes en améliorant leur alimentation minérale et en synthétisant des substances de
croissance. Ces bactéries peuvent enfin provoquer une augmentation du niveau de résistance
des plantes aux maladies. Les effets bénéfiques de 1’inoculation bactérienne ne se manifestent
que si certaines conditions sont réunies. En premier lieu, il est nécessaire de sélectionner des
souches efficaces. Cette efficacité repose sur la synthése de métabolites particuliers
(sidérophores, antibiotiques, substances de croissance, etc) et sur la bonne colonisation

racinaire des Pseudomonas spp (Lemanceau, 1992).

L’activité antagoniste in Vvitro a été démontrée par les souches de Pseudomonas spp
Fluorescents vis-a-vis de Fusarium oxysporum et Fusarium .sp. Albedinis (Mahiout et
al.,2008) (Figure 6).
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Figure 6 : Activité antagoniste obtenue par la souche S66 vis-a-vis des trois isolats

fongiques sur le milieu PDA (Mahiout et Nait Messaoudene, 2008).
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1. Mécanismes d’action :

Différents mécanismes ont été avancés pour expliquer les effets bénéfiques de
Pseudomonas spp. Fluorescents. Ces bactéries s’attachent d’abord a la racine et sont donc
distribuées de facon passive. Puis elles se multiplient et colonisent de facon active la
rhizosphere (Lemanceau, 1992 ; Brimecombe et al., 2007). Les exsudats racinaires, et en
particulier les sucres et les acides aminés, attirent les bactéries par chimiotactisme a la surface
des racines. lls stimulent notamment la mobilité flagellée des bactéries, ce qui permet a ces

dernieres de coloniser la rhizosphere (De Weert et al., 2002).
1.1. Compétition :

La compétition pour I'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé par
les PGPR pour éliminer les phytopathogenes. Cette compétition entre deux ou plusieurs
microorganismes concerne soit les éléments nutritifs, l'espace ou les autres facteurs
environnementaux qui deviennent limitatifs pour leur croissance (Dommergues et Mangenot,
1970 ; Shameer et Prasad, 2017). Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre
associee a une colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit
le nombre de sites habitables pour les micro-organismes pathogénes et par conséquent, leur
croissance (Messaoudi, 2015). L'idée qu'une rhizobactérie a croissance rapide pourrait
éliminer les pathogénes fongiques par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie
fut beaucoup discutée. Les rhizobacteries doivent étre présentes sur les racines en nombre
suffisant pour avoir un effet bénéfique et capables d’instaurer une compétition pour les
nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago , 2005). Toute fois, la compétition pour les
nutriments et les différentes sources nécessaires pour la vie se produit généralement entre les
microorganismes du sol. Les PGPR fixateurs du fer et du phosphore inhiberont la croissance

des pathogénes d‘une part, et favoriseront celle des plantes, d‘une autre part (Pal et al.,2006).

L’effet protecteur conféré par les Pseudomonas agents de biocontrdle, est basé sur la
compétition pour les nutriments essentiels ou pour les niches ecologiques (Bakker, Ranet al.
2003). La compétition pour les nutriments se fait généralement par la disponibilité en fer dans

le milieu. Par la production de sidérophores, les P. fluorescens piégent le fer présent dans le
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milieu en privant les autres microorganismes et en inhibant leurs pouvoirs de pathogénicité
(Meliani, 2012).

1.2. Antibiose :

La production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent la croissance des
pathogénes cibles est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes peuvent
contréler les maladies des plantes (Harman et Shoresh., 2007). Il consiste a produire des
antibiotiques efficaces contre 1’agent pathogéne par 1°‘agent antagoniste. Ces molécules

bioactives sont des métabolites secondaires a faible poids moléculaire (tableau 3).

Parmi les antibiotiques produits par les rhizobacteries de genre Pseudomonas on cite :
2,4 diacéthylephoroglucinol (DAPG), les Phénazines (PHZ), Pyolutéorine (PLT), les
Pyrrolnitrine (PRN) ect ... (Allaire, 2005) (Tableau 4).

Tableau 3 : Antibiotiques produits par les Rhizobacteries (Dilantha et al ., 2005)

Antibiotiques | PGPR Pathogénes Plantes

DAPG Pseudomonas sp P. ultimum Sucre, betterave

Aerugine P. fluorescens Phytophthora Poivre,
C.orbicolare concombre

Phenazine Pseudomonas sp F. oxysporum Tomate

PAC P. fluorescens G.g.Var tritici Blé

Pyrrolnitrin Burkholderiacepacia | F.sambucinum Pomme de terre

Pyrrolnitrin P. cepacia F.sambucinum Pomme de terre

Pyrrolnitrin P. cepacia Sclerotiniasclerotiorum | Tournesol

Pantocin A,B P. agglomerans Erwiniaherbicola Pomme

1.2.1. Phénazines :

Les phénazines est un groupe hétérogene des petites molécules organiques d’origine
microbienne. L’aptitude a les produire est limitée aux bactéries (Pseudomonas, Bulkholderia,
Streptomyces, Sorangium, Nocardiaet Brevibacterium). Ces molécules sont produites de

faibles concentrations et peuvent avoir un effet délétére pour la croissance ou les activités
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métaboliques d’autres microorganismes (Kavitha, Mathiyazhagan et al., 2005). Plusieurs
espéces de Pseudomonas ont la capacité de produire des phénazines avec un grand spectre

d’activité contre les bactéries et champignons (Faille, 2010).

Thomashow et Weller (1988) ont démontré I’implication de ces phénazines dans la
suppression d’un agent phytopathogene en utilisant une souche de P. fluorescens isolée de la
rhizosphére du blé fortement antagoniste envers Gaeumannomyces graminis.

1.2.2. 2,4 diacetylphloroglucinol (DAPG) :

Les phloroglucinols sont des métabolites secondaires phénoliques produits par des
plantes, algues et bactéries. Plus d’une soixantaine de dérivés ont été décrits pour leurs
activités antimicrobiennes, antivirales, antihelminthiques, phytotoxiques, cytotoxiques et
antioxydantes (Bender et Rangaswamy, 1999). De ce nombre, c¢’est 1’activité antimicrobienne
qui a attiré le plus I’attention des chercheurs. En effet, plusieurs études ont démontré que les
souches de Pseudomonas spp. productrices de DAPG, peuvent supprimer une large gamme

d’agents phytopathogenes, incluant bactéries, champignons et nématodes.

Les travaux sur les sols suppressifs ont permis de démontrer 1’importance des
Pseudomonas producteurs de DAPG dans le phénoméne de suppression. Mais le role
déterminant de [D’antibiotique dans [I’inhibition de [’agent pathogéne a également été
clairement démontré, notamment par le blocage de la voie métabolique par mutation. Les
mutants non producteurs de DAPG sont incapables d’exercer une pression sur plusieurs

pathogénes fortement inhibés par les souches meres (Dwivedi et Johri, 2003).

La production du DAPG par P.fluorecens CHAO semble aussi étre impliquée dans
I’induction de la résistance systémique. En effet, lors de la confrontation entre P. pasitica et
A. thaliana colonisé par différents mutants de CHAO (déficient en HCN, DAPG, pyolutéorine,
exoprotéase de sidérophores ), lavicoli et al (2005) ont remarqué que seules les mutants
déficients en DAPG menaient a une baisse significative de I’ISR.

1.2.3. Pyrrolnitrine (PRN) :

La pyrrolnitrine est un antibiotique a large spectre isolé pour la premiére fois dans les
années soixante a partir de Pseudomonas pyricinia. Par la suite ce compose a été isolé chez
plusieurs autres especes de bactéries inoculant: Myxococcus fluvus, Entérobacter alomerans,
Serratia sp. ainsi que plusieurs Pseudomonas (Hameer et al., 1999). La production de ce
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composé par P. fluorescens est impliquée dans le contrble de certains agents pathogenes
racinaires comme F. oxysporum, R. solani, V. dahliae et G. graminis (Homma et al., 1989).

Howell et al 1979, ont montré I’efficacité de la pyrrolnitrine comme inhibiteur de la
croissance de pathogénes du cotonnier tels Rhizoctonia solani, Thielaviopsis basicola,
Alternariasp.,Verticillium dahliae, ainsi que I’activité inhibitrice de la pyoluteorine vis-a-vis
de la croissance de Pythiumultimum.

1.2.4. Pyolutéorine (PLT) :

La pyolutéorine est un autre antibiotiqgue produit par plusieurs espéces de
Pseudomonas mais son réle dans la suppression d’agents phytopathogenes a été étudié surtout
chez les souches de P. fluorescens (Bender et al., 1999).Cette molécule a été isolée pour la
premiére fois chez P. aeruginosa, elle posséde un pouvoir fongitoxique efficace contre les
oomycetes, notamment Pythium ultimun (Maurhofer et al., 1992).

1.2.5. Cyanure d’hydrogéne (HCN) :

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire qui fait partie des
cyanides. 1l peut étre produit directement de la glycine ou des glycosides cyanogenes (Bakker
et Schippers, 1987). La glycine est un acide aminé considéré comme le meilleur précurseur de
la production des cyanides chez les microorganismes (Askeland et Morrison, 1983). Le HCN
produit par les PGPR assure un role bénéfique pour la plante par son effet antagoniste contre
les maladies des racines (Defago et Haas, 1990). Cette production est largement variable selon
les conditions environnementales dans lesquelles les rhizobactéries évoluent, notamment la
composition des acides aminés dans la rhizosphere et les exsudats racinaires, la disponibilité

du fer ferrique dans le sol et la présence des sidérophores (Knowles et Bunch, 1986).

La production de HCN par les Pseudomonas fluorescens est impliquée dans la
suppression d’agents pathogénes comme Thielaviopsis basicola ,Septoria triticiet Puccinia
recondita (Rametteet al. 2003) ,et réduits la pathogénicité des champignons tels Thielaviopsis

basicola, agent de la pourriture noire du tabac (Mercado-Blanco et Bakker, 2007).
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Tableau 4: Principaux antibiotiques sécrétées par les Pseudomonas spp Fluorescents
(Dwivendi et johri 2003).

Nom Structure moléculaire
OH
2,4-Diacétylphloroglucinol
HO OH
Cl
/ \ OH
Pytutéorine e / \
Ci Ci
N
H
(&)

Pyrrolnitrine

Phénazines
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1.3. Induction de la résistance chez les plantes :

Les PGPR peuvent déclencher chez la plante un phénomene connue sous le nom
d’induction de la résistance systémique qui est phénotypiquement similaire a la résistance
systémique acquise qui se produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense en
réponse a une infection par un agent pathogéne (Corné et al., 2009). Les plantes inoculées
avec des PGPR peuvent également fournir une résistance systémique contre un large éventail
de pathogenes végétaux. Les maladies d'origine fongique, bactérienne et virale, et dans
certains cas, méme les dommages causés par les insectes et les nematodes peuvent étre reduits
aprés l'application des PGPR (Naznin et al., 2012). Ces derniers conferent a la plante un
certain degré de protection a des attaques ultérieures par un phytopathogéne via la stimulation
de mécanismes de défense systémique (figure 7). Cette « défense » s’initie suite a la
perception par la plante de molécules dites « élicitrices » produites par le microorganisme
bénéfiqgue comme les Pseudomonas (cherif, 2014), comme les éliciteurs généraux de type
MAMPs (profil moléculaire associé aux microbes) mis en évidence lors d’études portant sur
les déterminants moléculaires de I’ISR (van Loon et Bakker, 2005). C’est le cas pour les LPS,
les sidérophores, le composé volatile 2,3-butanediol (Ryu et al., 2004) ou des antibiotiques
comme le 2,4 diacetylphloroglucinol (DAPG) et la pyocyanine (Audenaert et al., 2002) . Ces
composés sont nécessaires a 1I’ISR et considérés comme des MAMPs (van Loon et Bakker,
2005).

La résistance systémique est 1’équivalent de I’'immunité chez les animaux, donc elle
permet de reconnaitre les agents pathogenes potentiels et induire des réponses qui les arrétent
ou ralentissent (Jones et Dangl, 2006).

L’ISR a été rapporté dans le modéle plante-microorganisme pathogéne- bactérie
bénéfique (Arabidopsis thaliana-Pseudomonas syringae DC3000- P.fluorescens WSC417r).
La réponse défensive induite par P.fluorescens WSC417r dans A. thaliana contre P. syringae
DC3000 est due au JA (acide jasmonique) et a I’éthyléne. Depuis, elle est retrouvées dans
plusieurs especes végetales : le haricot, le tabac, la tomate et le radis. Il s’agit donc de
renforcement de « systeme de défense » de la plante (Van Loon, 2007 ; Solano et al., 2009).
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Figure 7 : Les différentes phases du phénomeéne d’induction de la résistance chez les

plantes par les rhizobactéries. (Khan et al., 2009) .

(A) : La perception de la bactérie par I’hote végétal via un (des) éliciteur(s) moléculaire(s) : les
composants de surface cellulaire (LPS, les flagelles ...), les métabolites régulés par le fer et les

antibiotiques.

(B) : Suite a ce dialogue moléculaire, il y a émission d’un signal a travers toute la plante menant a un

état « induit » systémique alors que la bactérie inductrice ne migre pas.

(C) : Cet état induit n’est que peu perceptible d’un point de vue moléculaire mais permet a la plante de

réagir rapidement et de limiter une infection ultérieure d’abord localement autour du site d’attaque.

(D) : En suit une réaction systémique menant a un renforcement de tous les organes qui permet une

certaine résistance vis-a-vis d’une agression future.
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1.4. Production des sidérophores :

Le fer est un élément essentiel pour la nutrition des plantes. Une carence en cet
¢lément engendre une altération de plusieurs réactions métaboliques a cause du role qu’il joue
comme un cofacteur de plusieurs enzymes impliquées dans la respiration, la photosynthese et

la fixation d’azote. Le fer est trés abondant dans le sol mais il n’est pas assimilé par la plante.

Les plantes ont développé deux stratégies pour absorber le fer. La premiére consiste a
la sécrétion de composé organiques capables de chélater le fer pour le rendre soluble, le fer
donc diffuse vers la plante ou il sera réduit et absorbé par un systeme enzymatique présent
dans la membrane cellulaire. La deuxieme stratégie consiste & absorber le complexe formé par
le composé organique et le Fe?" et il sera réduit a I'intérieur de la plante puis il sera facilement
absorbé. Certaines bactéries de la rhizosphére sont capables de libérer des molécules chélatant
le fer dans la rhizosphére, par conséquent, exercer la méme fonction que celle des plantes
(figure 8). Les sidérophores sont des composes de faible poids moléculaire (<1kDa), ils ont un
groupement fonctionnel capable de lier réversiblement le fer. Les groupements les plus
fréquents sont les hydroximates et catéchols (Figure 9). La concentration en sidérophores dans
le sol est d’environ 10-30 M. Plusieurs espéces bactériennes productrices de sidérophores sont
identifiée et appartiennent aux genres Pseudomonas, dont la plus fréquente est Pseudomonas
fluorescens qui secrete des sidérophores de type pyochelin et pyoverdine. Ces composes
améliorent 1’apport du fer a la plante. Les bactéries de la rhizosphére produisent ces composés
pour augmenter leur potentiel de compétitivité et leur activité antimicrobienne. Les bactéries
productrices de sidérophores renforcent la santé de la plante a différents niveaux : elles
augmentent la nutrition en fer, inhibent la croissance de microorganismes par production
d’antibiotiques et empéchent la croissance des microorganismes phytopathogeénes en limitant
le fer disponible (figure 10). Habituellement, ce sont les champignons qui sont incapables
d’assimiler le complexe siderophore-fer, par conséquent, leur croissance est inhibée par les
bactéries productrices de sidérophores. De plus ces bactéries interviennent aussi dans la
diminution de 1’utilisation des pesticides et des fertilisants par les plantes (Khan et al .,2009;

Solano et al., 2009).
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Figure 8 : Structure générale des siderophores (Gibson et Magrath , 1969).
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Figure 9: Fonctions biologiques des sidérophores (khan et al., 2009).
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Figure 10 : Compétition vis-a-vis du fer dans la rhizosphére (Matter , 1993).
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Tableau 5 : Sidérophores produit par les Pseudomonas spp Fluorescents (Dwivendi et

johri, 2003).

phytopatogénes

Type des sidérophores

Caractéristiques

Structure

Quinolobactine

Comporte une structure
quinoléine

Une affinité moyenne pour
le fer

Anti pythium

Pseudomonine

Nouveau isoxazolidone
similaire a la pycheline
Possede  un  fragment

histamine

Acide salicylique

Faible affinité pour le fer

Pyoverdines

Fluorescent
Oligopeptide antibiotique
Agissent comme facteurs de

virulence
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1.5. Production des composés volatils :

Les rhizobactéries peuvent produire des substances organiques volatiles qui inhibent la
croissance des agents phytopathogénes telluriques tels que les champignons (Wheatley,2002).
Selon Ping et Boland (2004), certains de ces composés volatils sont impliqués dans
I’induction de la résistance systémique induite des plantes. D’autres, découverts chez
Arabidopsis thaliana peuvent stimuler a la fois la croissance et la résistance systémique
induite (Ryu et al., 2004; Montealegre et al.,2003).

Certains composés volatiles sont connus par leur action négative sur le métabolisme
des racines et constituent un moyen efficace et compatible avec I'environnement dans la lutte
biologique contre les mauvaises herbes. L'acide cyanhydrique est un inhibiteur métabolique
général utilisé comme un moyen d’éviter la prédation ou la compétition. Les plantes hotes ne
sont généralement pas affectées par le cyanure bactérien. La production de HCN est une
activité tres commune chez les genres Pseudomonas sp (88,89 %) et Bacillus sp (50 %) dans

le sol rhizosphériques (Boulanger, 2009).
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Conclusion générale

Les PGPR sont considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition
adéquate des plantes. Les PGPR pourraient favoriser I'absorption des nutriments, réduire ainsi
la nécessité de I’apport d'engrais et prévenir I'accumulation de nitrates et de phosphates dans

les sols agricoles (Yang et al., 2009).

Les Pseudomonas utilisés comme biopesticides microbiens sont écologiquement
beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité accrue des
pathogenes contre lesquels ils sont dirigés. Ils sont par consequent moins dommageables pour
les organismes non ciblés de la microflore endogéne qui exerce une action bénéfique sur les
plantes. De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités
protectrices peuvent relever de mécanismes multiples et déclenchent donc rarement des
phénomeénes de résistance chez le pathogéne a cause d'une faible pression de sélection. En
outre, ils peuvent completer les pesticides conventionnels une fois utilisés dans les
programmes intégrés de la gestion des parasites (IPM) (Fravel, 2005;Thakore, 2006). Ces
agents microbiens sont utilisés a travers le monde dans les champs et dans les serres pour
combattre un grand nombre de maladies causées par des pathogénes du sol, foliaires ou de

post-récoltes (Lee et al., 2006).

Des souches de Pseudomonas provenant de partout a travers le monde ont maintes fois
démontré leur capacité a inhiber plusieurs pathogeénes chez une variété d’espéces agricoles.
Certaines ont méme réussi a parcourir la route menant a la commercialisation. Parmi celles-ci
nous pouvons citer en exemple des produits comme le Cedomon®, a base d’une formulation
de P. chlororaphis, utilisé pour protéger les semences de blé et d’autres céréales contre une

large gamme d’agents pathogénes du sol (Jennifer et al.,2018) .
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