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La démographie ne cesse de croître à travers le monde, ainsi la population mondiale 

pourra même dépasser 7 milliards de personnes et près de 10 milliards à l’horizon 2050 

(UNFPA, 2011). Cette forte évolution a engendré une forte intensification des systèmes de 

productions agricoles pour satisfaire des besoins nutritionnels de plus en plus revus à la 

hausse, sans omettre les objectifs visant le haut rendement des récoltes et l’amélioration des 

aspects qualitatifs et gustatifs de plus en plus recherchés (Wightwick et Allinson, 2007 ; 

Tabet-Aoul, 2010). 

 

     L’intensification n’a pu se réaliser que grâce à l’utilisation massive des éléments 

chimiques fertilisants et produits phytosanitaires, qui sont non seulement coûteux mais aussi 

polluent l’environnement et menacent la santé humaine (Kavino et al., 2010). Ces dernières 

années, malgré ces effets positifs incontestables engendrés par les intrants chimiques, 

néanmoins les aspects négatifs commencent à être redoutés sur l’environnement. L'application 

régulière des engrais chimiques et fongicides présente un risque potentiel sur l'environnement, 

en particulier si des résidus chimiques persistent dans le sol ou migrent hors site et entrent 

dans les cours d'eau (Kibria et al., 2010,  Komarek et al., 2010). 

 

     Face à cette situation où l’utilisation des intrants chimiques devient de plus en plus 

systématique, l’opinion publique pose avec sérieux la problématique de la pollution de 

l’environnement et les séquelles sur la santé humaine (Kookana et al., 1998). Suite aux 

nombreuses alertes de pollution, ces dernières années, il y a regain d’intérêt pour les pratiques 

agricoles durables et respectueuses de l’environnement. Plusieurs alternatives ont été 

proposées par les chercheurs dans le sillage d’une agriculture biologique ou peu utilisatrice 

d’intrants chimiques, comme le recours aux potentialités biologiques (Harish et al., 2008). 

Parmi ces dernières, les rhizobactéries et particulièrement les PGPR « Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria » associées à la rhizosphère des plantes, ont été testées et jugées 

bénéfiques pour la croissance des plantes, le rendement et la qualité des récoltes (Silva et al., 

2000). 

    L’application des PGPR dans l'agriculture durable comme bioinoculants, basée sur 

des bactéries bénéfiques du sol, permet d’améliorer la production de diverses cultures, tout en 

substituant, totalement ou partiellement, les engrais chimiques, les pesticides et les autres 

suppléments d’origine chimique (Kloepper et al., 2004 ; Xavier et al., 2004; Rai, 2006). De 

nombreux laboratoires de recherche dans le monde s’intéressent à l’étude des PGPR.  
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    Actuellement, il y a plusieurs inoculants PGPR commercialisés (Saharam et Nehra, 

2011). Des études expérimentales ont permis de vérifier leur efficacité en plein champs. Des 

démonstrations pratiques ont révélé des augmentations de la croissance et du rendement chez 

diverses plantes, telles que la pomme de terre, la betterave à sucre, le radis, la patate douce, 

les pommes, les agrumes, la tomate et le haricot (Jourdan, 2008 ; Farzana et al., 2009). 

Plusieurs essais en conditions contrôlées et en plein champs ont mis en évidence la 

stimulation de différentes cultures (Hall et al., 1996; Glick et al., 1997; Farzana et al., 2009). 

 

    Plusieurs espèces bactériennes font parties des PGPR, parmi ces espèces on a  les  

souches des  Pseudomonas spp Fluorescents. Les souches du genre Pseudomonas sont les 

plus prédominantes et exercent un effet très appréciable sur la germination, la croissance et le 

rendement des plantes. Elles sont déjà largement utilisées en système de production 

biologique puisqu’elles sont déjà d’importants microorganismes solubilisant le phosphore, 

chélatant le fer et aussi se sont des biostimulantes efficaces (Podile et Krishore, 2006). 

 

    La majorité des travaux consacrés aux PGPR se base sur leurs activités de biocontrôle 

de nombreux agents phytopathogènes, tout en soulignant des activités de phytostimulation 

considérées comme conséquences du processus de bioprotection. Il est à souligner que les 

PGPR possèdent, en outre, des mécanismes associés directement au processus de 

biostimulation. Dans ce contexte, notre étude s’intéressera exclusivement aux actions de 

phytostimulation sans l’implication du biocontrôle.  

 

    De ce fait, l’objectif de notre étude consiste à la mise en évidence et l’évaluation des 

potentialités de la biostimulation de la croissance végétale au stade germination et au stade 

plantule de deux souches rhizobactériennes CH et S20 de Pseudomonas fluorescens en 

association avec deux espèces végétale, le haricot (Phaseolus vulgaris) variété Djadida et la 

tomate ( Solanum lycopersicum ) variété Marmande. Dans cette étude, nous nous intéressons  

aux mécanismes responsables de la biostimulation et cela en mettant en évidence les 

potentialités de ces souches bactériennes dans la production de l’acide-indole-acétique (AIA) 

et la solubilisation du phosphate tricalcique. 



 

 

 

 

 

Partie I :  

Etude bibliographique 
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 Chapitre I : Intérêt agroécologique des Pseudomonas  spp Fluorescents 

  Le concept de rhizosphère a été introduit pour la première fois par Hiltner pour décrire la 

zone étroite du sol entourant les racines dont les propriétés physiques, chimiques et 

biologiques ont été modifiées par l'activité de la racine. La rhizosphère contenant plus d’un 

million de micro-organismes par gramme de sol, ce qui entraîne une activité microbienne 

particulièrement excessive dans la zone à influence racinaire, elle est le siège de plusieurs 

interactions entre les micro-organismes et les racines. Ces interactions sont bénéfiques, 

nocives ou neutres pour les plantes. En effet, les microorganismes trouvent des substrats 

énergétiques libérés par les racines dans ce milieu. Ces substrats sont nécessaires à leur 

métabolisme: sucres, acides aminés, acides organiques, hormones (Bashan et al, 2013 ; 

Figueiredo et al, 2016). Ces grands groupes actifs de bactéries sont connues sous le nom de 

Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR).  

 

    Parmi ces rhizobactéries, les Pseudomonas spp. Fluorescents qui présentent un intérêt 

scientifique majeur, se caractérisent par une diversité génétique et phénotypique en relation 

avec leur impact positif sur le fonctionnement de la rhizosphère, en exerçant des actions 

directes et/ou indirectes sur le développement de la plante, de plus ils représentent un modèle 

d'étude pour la compréhension des interactions avec les microorganismes. Ces rhizobactéries 

peuvent devenir un complément ou même une réelle alternative pour les techniques de lutte et 

de fertilisation chimiques (Benchabane et al, 2013). 

 

1. Introduction au genre Pseudomonas. 

   Les Pseudomonas ont été observés au début de l'histoire de la microbiologie. Le nom 

commun Pseudomonas créé pour ces organismes a été défini en termes assez vagues par 

Migula en 1894 comme un genre de bactéries Gram-négatives en forme de bâtonnet avec des 

flagelles polaires. Peu de temps après,  les Pseudomonas ont  été isolées de nombreuses 

niches naturelles et un grand nombre de noms d'espèces ont été initialement attribués au genre 

(Williams et al, 1986). 

   Le genre Pseudomonas  englobe des bactéries ubiquitaires possédant une grande diversité, 

inclut des espèces saprophytes et parasites (Lefrére et Rouger, 2000 ;Choudhary et al. , 2009). 

Ces bactéries se caractérisent par un métabolisme aérobie strict. Certaines souches ont une 

respiration anaérobie avec le nitrate comme accepteur terminal d’électrons et/ou l’arginine. 
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    Les Pseudomonas sont mobiles grâce à un ou plusieurs flagelles polaires (Eyquem et 

al.2000 ; Haas et Défago, 2005). Elles sont rarement immobiles et sont non sporulés. La 

plupart des Pseudomonas se cultivent à 30°C et se caractérisent par une croissance lente à 4°C 

(Eyquem et al, 2000). Différentes critères ont été utilisés pour l’élaboration d’un système de 

classification des espèces de Pseudomonas. Ces bactéries ont été caractérisées 

phénotypiquement, en ce basant sur plusieurs caractéristiques : la morphologie, la 

pigmentation, la réaction aux colorants et les exigences nutritionnelles (Jonhson et Palleroni, 

1989 ; Palleroni, 1993). Pour élucider la réelle classification de ces Pseudomonas, il est 

important de les caractériser génotypiquement (De Ley et De Vos, 1984).  

    Les Pseudomonas spp. Fluorescents ont été étudiés depuis des décennies pour leurs effets 

bénéfiques sur la stimulation de la croissance et la suppression efficace des maladies 

telluriques des plantes (Bakker et al, 2007). Ces rhizobactéries possèdent de nombreuses 

caractéristiques qui permettent leur utilisation dans la protection des cultures agricoles 

(Weller, 2007) ; elles montrent de multiples propriétés : l’utilisation efficace des exsudats 

racinaires, la colonisation et la multiplication dans la rhizosphère, la spermosphère et à 

l’intérieur des cellules  végétales (Weller et al, 2002).      

   La diversité métabolique des Pseudomonas spp. Fluorescents confère à ces bactéries une 

plasticité importante pour s’adapter à de différents environnements (Latour et Lemanceau, 

1997 ; Misko et Germida,2002), ce qui implique leur utilisation comme biofertilisant, 

phytostimulateurs et agents de lutte biologiques (Misko et Germida,2002). Ces rhizobactéries 

fluorescents sont devenues un modèle important pour les études écologiques de la rhizosphère 

et l’analyse du métabolisme secondaire bactérien (Couilleront et al, 2009). 
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Figure 1 : Photographie de la bactérie Pseudomonas spp Fluorescents (10). 

 

2. Effets bénéfiques des Pseudomonas spp fluorescents. 

   Parmi les rhizobactéries du groupe PGPR les plus étudiés et ayant démontrés de forts 

potentialités phytobénéfiques en terme de biocontrôle et/ou de stimulation de la croissance 

des plantes, de nombreuses souches appartenant aux genres Pseudomonas et Bacillus. Par 

ailleurs, se sont les groupes de bactéries les plus dominants dans la rhizosphère et souvent les 

genres PGPR les plus couramment étudiés (Morgan et al., 2005). Il faut mentionner que 

plusieurs mécanismes sont impliqués dans les interactions bénéfiques entre plante-

rhizobactéries (Müller et al., 2009). 

 

   La finalité de la bactérisation est d’augmenter le rendement des cultures. Seules certaines 

souches bactériennes semblent présenter cette capacité (Weller, 1988). Elles ont été appelées 

«Plant Growth Promoting Rhizobacteria» (PGPR) par Kloepper et Schroth (1978). De 

nombreux travaux ont montrés que des bactéries bénéfiques, en particulier les Pseudomonas 

spp. Fluorescents de la rhizosphère, en contrôlant la communauté microbienne de la 

rhizosphère ou en luttant contre des pathogènes majeurs, améliorent l'état sanitaire des plantes 

et stimulent ainsi leur croissance.  

   L’augmentation du rendement d’une culture bactérisée résulte de 2 effets bénéfiques 

principaux : la stimulation de croissance des plantes et la protection des plantes contre les 

maladies d’origine tellurique. D’autres effets bénéfiques ont également été décrits. Ainsi  

certaines souches de Pseudomonas stimulent la germination des graines. D’autres influencent 
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positivement les interactions entre les microorganismes symbiotiques  

(Rhizobium, Bradyrhizobium; champignons mycorhiziens) et la plante hôte. (Lemanceau., 

1992). Selon Beauchamp et al. (2021) ces bactéries améliorent la disponibilité et  l'efficacité 

d'utilisation des nutriments par les plantes, cela par différents mécanismes directs et indirects. 

 

 

Figure 2 : Schéma simplifie représentant les effets directes et indirectes des rhizoébactéries : 

exemple illustré des Pseudomonas spp. Fluorescents (Hol et al., 2013). 

 

 

 



Partie I :                                                                           Etude bibliographique 
 

7 
 

          2.1.  Stimulation directe de la croissance végétale. 

       Selon Lemanceau, (1992) et Digat, (1994) les effets de la stimulation peuvent intervenir 

directement dans les différents stades de la croissance du végétal, se traduisant par des gains 

au niveau de la germination et de la levée, du fonctionnement et de la croissance du système 

racinaire et du bilan global en nutrition hydrominérale de la plante. Cette stimulation touche la 

plante entière ou parfois les racines uniquement en produisant de nouvelles racines qui 

représentent un accès très facile des nutriments à la plante, et par conséquence l’amélioration 

de sa nutrition (Yang et Crowley, 2000).  

 

    Les Pseudomonas spp Fluorescents stimulent et améliorent la germination des graines et la 

levée des plantes particulièrement dans des conditions environnementales défavorables à la 

germination (Compant et al,. 2005 ; Haas et Defago, 2005). En effet, ces bactéries colonisent 

efficacement la spermosphére et assurent une bioprotection des semences vis-à-vis des 

rhizobactéries délétères (DRB) (Alström, 1991), avant et pendant leur germination (Digat, 

1994). 

    De nombreux travaux font état d’une stimulation de la croissance des plantes et du 

rendement des cultures après bactérisation. Il apparaît clairement que l’augmentation de 

rendement, observée en conditions normales de production, est toujours inférieure à 

l’augmentation de croissance des plantes cultivées en conditions contrôlées (culture en pots et 

en serre ou en chambre climatisée) (Lemanceau, 1992). 

 

    Les Pseudomonas spp Fluorescents sont capables de synthétiser différents métabolites 

secondaires, qui peuvent influencer positivement sur la croissance des plantes et sont 

impliqués également dans les relations de reconnaissances entre ces bactéries et les plantes 

(Sturz et Christie, 2003 ; Zahir et al, 2004). 

 

            2.1.1.  Amélioration de la nutrition minérale. 

 

   L’amélioration de l’alimentation minérale de la plante en phosphore a été la première 

hypothèse proposée pour expliquer l’effet bénéfique enregistré à la suite de la bactérisation de 

plantes (Gerretsen, 1948). Certaines souches bactériennes augmentent la disponibilité des 

minéraux et de l'azote dans le sol afin d'augmenter la croissance (Sivasakthi et al, 2014). 
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     La plupart du phosphore dans le sol se présente sous la forme de phosphates insolubles et 

ne peuvent être utilisés par les plantes. Les bactéries à potentiel de solubilisation du phosphate 

(BSP) pourraient jouer un rôle important dans la fourniture de phosphate aux plantes d'une 

façon conviviale et durable. Ces microorganismes peuvent convertir les composés phosphatés 

insolubles en formes solubles et les rendre disponibles aux plantes cultivées. Diverses espèces 

bactériennes des genres, Bacillus, Rhizobium et Pseudomonas se sont avérées être les 

bactéries les plus puissantes en solubilisation du phosphate (Banerjee et al., 2006).  

    Les bactéries solubilisant le phosphate (BSP) peuvent augmenter la teneur en phosphore 

des tissus végétaux (Awasthi et al.,2011), qui a des effets bénéfiques sur la croissance des 

plantes qui varient significativement en fonction des conditions environnementales, des 

souches bactériennes, du végétale et des conditions du sol (Şahin et al., 2004).  

   Selon plusieurs auteurs, les Pseudomonas spp Fluorescents sont parmi les solubilisateurs de 

phosphate les plus performants mais aussi se sont des productrices de sidérophores. 

    Les sidérophores microbiens et en particulier ceux des Pseudomonas spp Fluorescents 

peuvent influencer directement l’alimentation de la plante en fer (Crowley et al, 1987). Ainsi 

le fer chélaté par les sidérophores peut être utilisé par les graminées (Lemanceau, 1992). 

Certains PGPR produisent des sidérophores contenant des groupements fonctionnels capables 

de capter le fer en le rendant assimilable par les plantes (Kirdi et Zermane, 2010). 

     Par ailleurs plusieurs études ont montré que la production de sidérophores par les 

Pseudomonas spp. Fluorescents bénéfiques est en partie responsable de l'augmentation de la 

croissance des plantes (Leong, 1986, Weller, 1988). 

 

    Les Pseudomonas sp ont la capacité d'utiliser des sidérophores produits par diverses 

espèces de bactéries et de champignons. Pseudomonas putida peut utiliser les sidérophores 

hétérologues produits par les microorganismes de la rhizosphère pour améliorer le niveau de 

fer à sa disposition dans l'habitat naturel (Loper et Henkels, 1999). 
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           2.1.2.  Production de substances de croissance. 

     La stimulation de la croissance des plantes bactérisées peut être due à la synthèse  

microbienne de substances de croissance analogues aux phytohormones (Persello-Cartieux et 

al, 2003 ; Romans et al., 2007) telles que : l’auxine, l'acide gibbérellique, cytokinines et de 

l’ethylene (Gutierrez-Manero et al, 2001), ces substances peuvent être absorbées par les 

racines des plantes. La production d'acide indole-3-acétique par les rhizobactéries joue un rôle 

important dans les interactions bactériennes des plantes. Diverses espèces bactériennes 

possèdent la capacité de produire la phytohormone  auxine (AIA).  

 

    Les Pseudomonas spp Fluorescents peuvent  stimuler la croissance des plantes en 

produisant de l'acide indole 3-acétique (AIA) (Patten et Glick, 2002), qui constitue une 

hormone primordiale pour le développement des plantes et l'une des principales raisons de 

l’augmentation du rendement (Khakipour et al,. 2008). 

 

    L'acide Indole-3-acétique (AIA) est l'auxine naturelle la plus courante dans le monde 

végétal. Elle a un effet positif sur la croissance des racines, la prolifération cellulaire et 

l'absorption des minéraux et des nutriments du sol par la plante. Cette phytohormone 

augmente le taux de développement du xylème et des racines, contrôle les processus de 

croissance végétative, initie la formation latérale et l’adventice de la racine, affecte la 

photosynthèse, la formation des pigments, la biosynthèse de divers métabolites et la résistance 

aux conditions stressantes (Vessey, 2003). Selon O’Gara et al  (2008), l’AIA est reconnue 

comme une auxine principale chez les plantes, impliqué dans le contrôle de la croissance des 

fruits, de la dominance apicale, de l’élongation des tiges et de nombreux processus mettant en 

jeu la division et différenciation cellulaires. 

  Ainsi, Libbert et al. (1969) ont montré que des auxines produites par des microorganismes 

telluriques pouvaient être assimilées par différentes plantes (maïs, pois, concombre). 

Différents auteurs ont mis en relation l’aptitude de souches microbiennes à produire les 

substances de croissance in vitro et leur aptitude à modifier, in vivo, la morphologie des 

plantes de manière analogue aux substances de croissance concernées (Lemanceau, 1992). 

 

 

 

 

https://www.aquaportail.com/definition-1817-phytohormone.html
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Figure 3 : Rôles de l’AIA chez les plantes. (Khan et al ., 2009). 

 

          2.2.  Protection des plantes contre les agents pathogènes. 

   La protection contre les microorganismes pathogènes par des Pseudomonas spp 

Fluorescents antagonistes permet de soustraire la plante à leur activité néfaste. 

   Kloepper et Schroth (1981) ont été les premiers à mettre en évidence l’effet bénéfique 

indirect d’une souche de Pseudomonas spp Fluorescent sur la croissance des plantes, car  les 

résultats de leurs expériences  les ont conduites  à éliminer l’hypothèse de l’influence directe 

de la souche de Pseudomonas sur la croissance et ils ont  suggérés  que l’effet bénéfique 

pourrait être lié à une modification des équilibres microbiens en faveur de la plante. 

(Lemanceau ,1992).  

     Les Pseudomonas spp. Fluorescents ont été étudiés depuis des décennies pour leurs effets 

bénéfiques sur la suppression efficace des maladies telluriques des plantes (Bakker et al., 

2007). Ces rhizobactéries possèdent de nombreuses caractéristiques qui permettent leur 

utilisation dans la protection des cultures agricoles (Weller, 2007). 
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    Les modèles biologiques utilisés exposent différentes souches de Pseudomonas et 

différentes maladies (Tableau 1). Les problèmes pathologiques les plus étudiés sont : les 

fontes de semis, les fusarioses et les pourritures racinaires (Leeman et al., 1991 ; Lemanceau 

et Alabouvette, 1991). 

    Plusieurs souches de Pseudomonas spp. Fluorescents ont été signalées par leur effets 

antagoniste (Lepoivre, 2003 ; Kwak et al., 2011). L’antagonisme peut résulter d’un ou de 

plusieurs mécanismes en fonction de l’antagoniste impliqué (Whipps, 2001), en faisant 

intervenir divers métabolites qui peuvent affecter les pathogènes par des réactions d’antibiose 

et/ou de compétition. 

Tableau 1 : Protection des plantes contres différentes maladies d’origine telluriques, assures 

par des souches de Pseudomonas spp Fluorescens (Lemanceau, 1992). 
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       2.2.1. Induction de la résistance systémique. 

      Certains Pseudomonas colonisant les racines protègent les plantes des agents 

phytopathogènes par l’induction de la résistance systémique (Weller 2007). Ce phénomène 

appelé « résistance systémique induite » (ISR : Induced Systemic Resistance), leur 

permettant de mieux se protéger contre l’attaque éventuelle de pathogènes (Van Loon, 2007). 

Ce mécanisme rend la plante plus résistante contre d’éventuelles attaques des agents 

pathogènes (virus, bactéries et champignons). De nombreux composants bactériens tel que les 

lipopolysaccharides (LPS), sidérophores, lipopeptides cycliques, peuvent induire une 

résistance systémique des plantes (Gupta etal, 2015 ;Shameer et Prasad, 2017). 

   Selon plusieurs auteurs, les Pseudomonas spp Fluorescents ont la capacité d’induire une 

résistance (ISR) chez la plante contre les champignon phytopathogènes (Tableau 2), car 

l’ISR diminue significativement l’impact des maladies causées par des 

champignons racinaires (Fusarium oxysporum, Pythium naphanidermatum) ou aériens 

(Botrytis Cinerea, Alternaria brassicicola), par des bactéries (Pseudomonas syringae, 

Erwiniaamylovora, Xanthomonas compestris), des virus (tobacco mosaicvirus, tomato mottle 

virus) et par certaines nématodes (Ongena et al., 2006). Les Pseudomonas spp Fluorescens 

peuvent stimuler le système immunitaire des plantes par activation des mécanismes de 

défenses. Ce phénomène d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries est 

considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies 

des cultures (Ramos Solanoet al., 2008a). L’ISR est également peu spécifique concernant la 

nature de l'agent infectieux contre lequel la phytoprotection est assurée. Etant donné la 

systémicité du phénomène, l’état induit s’exprime dans tous les organes de la plante, des 

racines aux feuilles et aux fruits. 
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Tableau 2 : Exemples de Pseudomonas spp Fluorescents induisant l’ISR dans divers 

Pathosystémes  (Adam, 2008). 
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         2.2.2. Compétition trophique. 

   La compétition est une interaction directe ou indirecte pour une ressource insuffisante pour 

deux espèces occupants une même niche écologique (Bronstein, 2004), cette interaction est un 

mécanisme fondamental avec lequel les PGPR protègent les plantes. Les micro-organismes 

vivants dans la rhizosphère font des effets compétitifs pour l'eau, les nutriments et l'espace et 

parfois améliorent leur compétitivité en développant une relation intime en association avec 

les plantes (Hartmann et al., 2009). Ces micro-organismes jouent un rôle important dans la 

croissance et l’adaptation écologique de leur hôte. 

 

   Un mécanisme important pour la suppression des microorganismes pathogènes par les 

agents de biocontrôle peut résulter de la compétition pour les nutriments et les niches (Bashan 

et de-Bashan, 2005 ; Shtark et al., 2010). 

 

   Même si le rôle de la compétition pour l’espace ne peut être complètement exclu, l’essentiel 

des travaux relatifs à la compétition, instaurée par les Pseudomonas spp Fluorescents, porte 

sur la compétition trophique et, en particulier, sur la compétition pour le fer, comme en 

attestent les différentes synthèses bibliographiques relatives à ce sujet (Heming, 1986,  Leong, 

1986, Neilands et Leong, 1986, Loper et Buyer, 1991). Cet élément est en effet indispensable 

au métabolisme des microrganismes aérobies. Même s’il constitue le quatrième élément de 

l’écorce terrestre (Segalen, 1964), le fer est peu soluble et donc peu disponible dans les sols 

cultivés (Lemanceau, 1992). 

 

   Parmi les processus impliqués dans cette compétition, les sidérophores des PGPR  

présentent plus d’affinité pour les ions ferriques que celle des sidérophores fongiques 

(Miyazaki et al., 1995). Dileep kumar et al., (2001) ont constaté que les souches de 

Pseudomonas Fluorescens présentent un large éventail d'activité antifongique et antibactérien 

contre les agents pathogènes par la production de sidérophores. 

 

         2.2.3. Antibiose. 

    L’antibiose est  définie comme une inhibition d’un organisme par des  produits 

métaboliques d’un autre organisme, qui sont de différentes natures comme des agents 

lytiques, enzymes, substances volatiles et des substances toxiques. Il joue un rôle important 

dans le contrôle biologique (Sharma et al., 2013)  car  il peut inhiber  directement la 
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croissance du pathogène par la production des métabolites aux propriétés antifongiques et/ou 

antibiotiques.  

 

    Les bactéries du genre Pseudomonas sont connues pour leur activité antagoniste envers 

plusieurs phytopathogènes car elles produisent une variété de métabolites antifongiques 

puissants impliquées dans le biocontrôle, par exemple l’acide cyanhydrique (HCN) (Defago, 

1993 ; Haas et Defago 2005). Parmi les substances excrétées par les Pseudomonas pour 

inhiber la croissance des phytopathogènes, nous pouvons citer les antibiotiques (Jacques et 

al., 1993). 

 

 Production d’antibiotique. 

   Selon WAKSMAN (1943), les antibiotiques sont des substances chimiques produites par 

des micro-organismes capables d’inhiber le développement et/ou de détruire les bactéries et 

d’autres micro-organismes. La production d’antibiotiques est reconnue comme un mécanisme 

important par le quel les PGPR peuvent empêcher la prolifération et développement de 

certains agents phytopathogènes.  

    Le groupe de bactéries rhizosphérique le plus étudié en ce qui concerne la production 

d'antibiotiques est celui des Pseudomonas Fluorescent  (Allaire, 2005). Ces derniers sont des 

producteurs potentiels d'une gamme variée d'antibiotiques avec un large spectre d'action, leur 

permettant de contribuer à la compétence écologique des souches productrices. 

   Selon  Allaire (2005), les Pseudomonas spp. Fluorescents sont responsable de la production 

du premier antibiotique impliqué dans le biocontrôle ; la phenazine dérivative. En plus 

d’autres antibiotiques sont produits par les rhizobactéries du genre pseudomonas : 2,4 

diacéthylephoroglucinol (DAPG), Pyolutéorine (PLT), les Pyrrolnitrine (PRN) etc.  

    Les Pseudomonas spp. Fluorescents protège les plantes grâce à leurs production 

d’antibiotiques qui manifestent des propriétés antagonistes à l’encontre de différents 

champignons. 



Partie I :                                                                           Etude bibliographique 
 

16 
 

 

Figure 4 : Principaux antibiotiques sécrétés par les Pseudomonas spp Fluorescent (Dwivedi 

and Johri 2003). 

 

 

 La production de  cyanure d’hydrogène (HCN). 

   Selon Haas et al (2005), les agents de biocontrôle sont un groupe de micro-organismes qui 

présentent un potentiel pour limiter les maladies des plantes soit en induisant des réponses de 

défense des plantes et/ou en inhibant directement l'agent pathogène en produisant des agents 

antimicrobiens. Parmi ces derniers, on a le cyanure d’hydrogène (HCN) qui est, selon 

plusieurs études, un trait clé de la lutte biologique et qui est produit par plusieurs espèces de 

Pseudomonas. 

 

   L’acide cyanhydrique (HCN) qui est produit par plusieurs Pseudomonas sp est un 

métabolite secondaire responsable de l’activité biologique contre divers  champignons (Haas 

et al., 2003), et il est impliqué dans la suppression d’agents pathogènes comme Thielaviopsis 

basicola , Septoria tritici et Puccinia recondita ( La ville et al., 1998 ; Ramette et al., 2003).   
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     L’HCN produit par les Pseudomonas assure un rôle bénéfique pour la plante par son effet 

antagoniste contre les maladies des racines ou par antagonisme direct avec l’agent pathogène 

et aussi dans la limitation de développement de pathogènes telluriques, sa production peut 

même inhiber la croissance de plusieurs champignons phytopathogènes et induit des 

mécanismes de défense chez les plantes.    

    La stimulation de la production d’acide cyanhydrique a amélioré l’efficacité des bactéries à 

réduire la gravité de la maladie (Abbas-Zadeh et al., 2009), et la synthèse de l’HCN agit 

comme agent inducteur de résistance systémique chez les plantes. 

 

3. Importance des Pseudomonas spp Fluorescents. 

   Les souches de Pseudomonas spp Fluorescents possèdent une importance agricole et 

économiques comme agents de lutte biologique, en grande partie en raison de leur capacité à 

produire des métabolites secondaires (Moynihan et a, 2009). 

    Les bactéries du genre Pseudomonas occupent la plupart des environnements naturels. 

Elles sont isolées de l'eau, du sol et des végétaux. Elles présentent un fort potentiel 

d’adaptation physiologique et génétique et sont capables d’utiliser une grande variété de 

nutriments. D’un point de vue écologique, les Pseudomonas regroupent des espèces 

bénéfiques pour l’environnement et des espèces pathogènes (Talon et al. 2006). Au niveau de 

la rhizosphère les Pseudomonas peuvent avoir un effet bénéfique en mobilisant certains 

nutriments nécessaires à la croissance de la plante. Elles peuvent aussi la protéger contre des 

micro-organismes pathogènes en stimulant les mécanismes de résistance intrinsèques de la 

plante par la sécrétion des composés antibactériens et antifongiques et/ou par la compétition 

vis-à-vis de certains nutriments. C’est notamment le cas de souches de Pseudomonas 

Fluorescens, décrites comme des bactéries phytoprotéctrices jouant un rôle prépondérant dans 

le biocontrôle de la rhizosphère (Walsh et al. 2001).  

  Selon Mazzola & White, (1994) & Gardan et al, (1992),  plusieurs souches de Pseudomonas 

ont été appliquées sur des graines de céréales ou directement sur les sols pour concurrencer 

d’autres microbes et champignons pathogènes. 
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  Les Pseudomonas spp Fluorescents ont un rôle aussi dans la phytoremédiation. D’après 

Yingjie et al (2020), les bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB) peuvent 

favoriser la photosynthèse et la production de la biomasse, améliorant ainsi l'efficacité de la 

phytoremédiation du cadmium (Cd). Les  souches de Pseudomonas spp Fluorescens peuvent 

être des agents bactériens prometteurs appliqués aux pratiques de phytoremédiation du Cd.  
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Chapitre II : Aperçus sur les espèces végétales étudiés 

1. La tomate. 

1.1. Généralité sur la culture de la tomate. 

     Au début des années 1700, Linnæus a classé les tomates dans le genre Solanum en se 

basant sur leurs caractéristiques visibles. Au milieu des années 1700, Philip Miller, un autre 

botaniste qui n’était pas d’accord avec le classement de Linnæus, a classé les tomates dans le 

genre Lycopersicon. Il pensait que les tomates appartenaient à un genre différent des autres 

espèces de solanacées toxiques. Plus récemment, les taxonomistes ont reclassé l’espèce, le 

remettant dans le genre Solanum en se basant sur des informations génétiques (1). 

    La tomate est une plante annuelle de la famille des Solanacées, originaire d'Amérique du 

Sud (Colombie, Équateur, Pérou, nord du Chili) (Laumonnier, 1979). C’est l’une des cultures 

les plus répandues a travers le monde. C’est une source importante de vitamines ainsi qu’une 

culture de rente importante pour les petits exploitants et pour les agriculteurs/trices 

commerciaux qui ont une exploitation moyenne (De Broglie et Guéroult, 2005). 

    Le terme tomate désigne aussi ce fruit charnu, qui est l'un des aliments les plus importants 

dans l'alimentation humaine et qui se consomme frais ou transformé. C'est l'ingrédient de 

cuisine le plus consommé dans le monde après la pomme de terre. Elle est cultivée sous 

presque toutes les latitudes, sur une superficie d'environ 3 millions d'hectares, ce qui 

représente près du tiers des surfaces mondiales consacrées aux légumes (Rick, 1979 ; Laterrot 

et Philouze, 1995). 

    D’après Chaux et Foury (1994), la tomate représente 15% de production légumineuses 

mondiales avec une superficie de 10 million d’hectare, permettant une production d’environ 

65 million de tonnes. 

 

 

 

 

 

http://tomatosphere.parlonssciences.ca)/
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Figure 5 : Fruit de la tomate (2). 

 

 

         1.2. Caractéristiques taxonomiques et morphologiques de la tomate. 

      La tomate a aussi été appelée Lycopersicon esculentum. Cependant, des études récentes 

en génomique classent la tomate dans le genre Solanum (3), le même que la pomme de terre 

pour devenir Solanum lycopersicum (4), sa classification est la suivante (5) : 

 Règne : Végétal. 

 Embranchement : Angiospermes. 

 Classe : Magnoliopsida. 

 Ordre : Solanales. 

 Famille : Solanacées. 

 Genre : Solanum. 

 Espèce : Solanum lycopersicum. 
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   La tomate est une plante herbacée annuelle à port rampant, aux tiges ramifiées. Il 

existe trois ports : retombant, semi-retombant et horizontal. De nos jours, il est difficile de 

déterminer la taille de la tomate puisqu'on utilise exclusivement des hybrides à croissance 

indéterminée. Il est nécessaire de les palisser car la tige est très peu ligneuse et a une section 

creuse. Pour palisser, on entoure un lien autour de la tige, lien que l'on accroche à un support 

ou à une bobine reliée à la charpente de la serre (FAO, 1987 ; Abderrezak, 2001). Chez la 

tomate, le système racinaire est très puissant et ramifié sur les trente premiers centimètres. 

Ce système racinaire est pivotant. 

 

    La tomate est une plante de climat tempéré chaud. Sa température idéale de croissance se 

situe entre 15 °C (la nuit) et 25 °C (le jour). Elle craint le gel et ne supporte pas les 

températures inférieures à + 2 °C. C'est une plante héliophile, elle demande une hygrométrie 

moyenne, parfois un apport de CO2 (sous serre). Sa période de végétation est assez longue : 

il faut compter entre cinq et six mois entre le semis et la première récolte (6). 

 

          1.3. Germination de la tomate. 

    La durée de germination des graines de tomates est d’environ une semaine à une 

température de 22°C. Plus la température est basse, plus la germination sera 

longue. L’humidité est également un facteur essentiel à une bonne levée, un terreau trop sec 

est un frein à la germination. Étant donné la date des semis, ceux-ci s’installent généralement 

à l’intérieur, à proximité d’une source de chaleur. Ils n’auront besoin de lumière qu’une fois 

levés, mais à ce moment là ils devront être bien exposés. Un manque de lumière au tout début 

du développement produit des plants aux tiges grêles, moins robustes. La chaleur reste un 

critère important de bon développement, bien qu’à un niveau un peu moindre que pour la 

germination (7). 

        1.4. Problèmes phytosanitaire. 

    La culture de la tomate peut être attaquée par différents  agents pathogènes et ravageurs. 

D’après  Nichadi et al (2002), les principaux problèmes phytosanitaires que peut rencontrer 

une culture de tomate sont : 

 Les ravageurs : pucerons, aleurodes, mineuses, noctuelle de la tomate, doryphore, 

nématodes, vers du sol, thrips, mouche blanche, araignée rouge. 
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 Les maladies cryptogamiques : fonte des semis, anthracnose, alternariose, 

cladosporiose, pied noir de la tomate, mildiou de la tomate, pourriture grise, fusariose 

de la tomate, septoriose. 

 Les maladies bactériennes : chancre bactérien (Benchaabane et al., 2008) causé par 

Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, la tache bactérienne, causée par 

Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria et la moucheture bactérienne, causée par 

Pseudomonas syringae pv. Tomato. 

 Les maladies virales : bronze de la tomate, mosaïque du tabac, maladie filiforme. 

 

 

   Il y aussi  la salinité du sol qui est une contrainte abiotique majeure qui affecte négativement 

les aspects physiologique et biochimique des cultures de la tomate, en entraînant une 

réduction de son rendement (Ruiz-Lozano et al., 2012 ; Almeida et al., 2014). En plus, elle 

induit un stress osmotique, une  sécheresse physiologique et un déséquilibre ionique, 

désactivant ainsi les fonctions vitales cellulaires de la plante (Djerroudi et al., 2011 ; Taffouo 

et al., 2013; Gupta and Huang, 2014). Cette contrainte affecte à la baisse de la disponibilité 

hydrique, réduit le taux de la respiration (Cramer et al., 2013), la distribution des sels 

minéraux (Babu et al., 2012) et les variations de la pression de turgescence (Shabala and 

Munns, 2012). 

 

2. Le haricot. 

2.1. Généralité sur la culture du haricot. 

    L’haricot vert (Phaseolus vulgaris) est une légumineuse alimentaire appartenant à la 

famille des Fabaceae, originaire d'Amérique centrale et d'Amérique du Sud (Brigide et al., 

2014),). Elle joue un rôle important dans l'alimentation humaine comme source de vitamines, 

de protéines, de fibres, de sels minéraux et dans la fixation biologique de l'azote (Fortin, 

1996). Cette espèce se caractérise par sa capacité à fixer l'azote dans le sol (Amanuel et al., 

2000), elle est utilisés pour améliorer les conditions du sol.  

   Le haricot est considéré comme étant une culture de saison chaude, sensible aux 

températures extrêmes. Les températures basses ralentissent la croissance de la plante, alors 

que les températures élevées l'accélèrent. En général, les plantes sont plus adaptatives pendant 

les jours courts, appartient à la famille des Légumineuse.  
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    Cette plante occupe une importance agro-économique mondiale avec une production 

annuelle de 20,4 millions de tonnes en 2008 pour une superficie cultivée de 26,47 millions 

d’hectares (Djeugap et al., 2014). Par ailleurs, la consommation de produits alimentaires peu 

transformés, prêts à consommer ou prêts à l’emploi, a augmenté dans le monde au cours de la 

dernière décennie en raison de leur aspect pratique, de leur fraîcheur et de leur qualité 

améliorée (Baskaran et al., 2007).  

 

 

Figure 6: Culture du haricot (8).  

 

 

            2.2. Caractéristiques taxonomiques et morphologiques du haricot. 

    La première description botanique du haricot est due aux botanistes Tragus et Fuchs en 

1542. Linné avait classé les haricots connus à son époque en deux espèces, Phaseolus 

vulgaris et Phaseolus nanus, distinguant ainsi les formes grimpantes et les formes naines. La 

classification  du  haricot est la suivante (9) :  

 

 

https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Botanique.html
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 Règne : Plantae 

 Embranchement : spermatophyte. 

 Classe : Magnoliopsida. 

 Ordre : Fabales. 

 Famille : Fabaceae. 

 Genre : Phaseolus. 

 Espèce : Phaseolus vulgaris. 

    Le haricot est une plante herbacée qui présente plusieurs types de port selon les variétés, 

soit grimpant (dit haricot à rames), soit nain à port érigé et plus ramifié (la quasi-totalité des 

cultures). Le système racinaire est pivotant et peut atteindre jusqu’à 1,20 m de profondeur 

dans certains sols. Mais la majorité du système racinaire est réparti en général dans les 60 

premiers centimètres du sol. Le système racinaire est constitué d’une racine principale et de 

racines latérales sur lesquelles se développent des nodosités, résultat d’une symbiose entre la 

plante et une bactérie du sol du genre Rhizobium. La bactérie du sol consomme le carbone 

présent dans la sève de la plante et, en échange, lui fournit de l’ammoniaque en fixant l’azote 

atmosphérique (FNAMS, 2021). 

     L’appareil reproducteur du haricot est constitué de 10 à 15 grappes de fleurs par pied, qui 

prennent naissance à l’aisselle des feuilles. Une grappe peut être composée de 5 à 15 fleurs de 

type papilionacé et hermaphrodite. La floraison est échelonnée. La fécondation  

essentiellement autogame et s’effectue avant que la fleur ne s’épanouisse, même si des 

fécondations croisées peuvent exceptionnellement avoir lieu grâce à l’action des pollinisateurs 

(FNAMS, 2021). 

            2.3. Gémination du haricot. 

     La germination des graines nécessite une durée de 4 à 8 jours en fonction des conditions 

thermiques (Hubert., 1978). Les cotylédons sortent du sol plus tard et la première paire de 

feuilles apparait. 

 

   Parmi les divers facteurs, la date optimale de semis et la meilleure variété sont d’une 

importance primordiale pour obtenir un rendement potentiel (Amanullah et al., 2002). Les 

semis précoces d’haricots mange-tout ont produit un rendement et une hauteur de plant 

supérieurs mais un diamètre de gousse, une matière sèche et une longueur de gousse plus 
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faibles que ceux semés tardivement (Yoldas et Esiyok, 2007). Un nombre de gousses plus 

élevé a été obtenu lors du semis précédent par rapport au semis tardif (Escalante et al., 1989). 

 

   Le haricot a besoin de chaleur pour germer et s’installer le plus rapidement possible. La 

levée est rapide et homogène si le sol est suffisamment réchauffé. La croissance du haricot 

est stoppée en-dessous de 7°C et la plante gèle à 0°C. Son optimum de développement se 

situe entre 15 et 25°C. Cependant, en période de floraison, un excès de chaleur (> 30°C) 

accompagné d’un déficit hydrique, provoque une coulure des fleurs (FNAMS, 2021). 

 

    Les graines peuvent garder leur faculté germinative de 3 à 5 ans. La germination des 

haricots est dite « épigée ». Tandis que la radicule s'enfonce dans le sol, la croissance de 

l'hypocotyle entraîne les cotylédons qui se déploient hors du sol. De ce fait la plante apprécie 

les sols légers qui favorisent une bonne levée 

 

           2.4. Problème phytosanitaire. 

   Les cultures de haricots sont sujettes à de nombreuses attaques de ravageurs et maladies 

qui peuvent entraîner d'importants dégâts en l'absence de moyens de lutte appropriés   

(Belaadi, 2014). Les principaux ennemis, organismes nuisibles et maladies courants de cette 

culture  sont : 

 

 Les ravageurs : Mouche blanche (Tialeurodes vaporariorum), thrips telles que 

les thrips des fleurs de l’ouest (Frankliniella occidentalis) ainsi que le tétranyque 

tisserand (Tetranychus urticae) et la bruche du haricot (Acanthoscelides obtectus 

Say) (Belaadi, 2014). 

 

 Les maladies cryptogamiques : Le botrytis est l’une des principales maladies du 

haricot, le champignon responsable est  Botrytis cinerea, on a aussi la rouille du 

haricot qui est due à Uromyces appendiculatus, la sclérotiniose ou pourriture 

blanche à Sclerotina sclerotiorum, La maladie du pied du haricot à Fusarium 

phaseoli et L'oïdium américain du haricot, dû à Erysiphe polygoni, est cantonné 

aux régions chaudes du nouveau Monde (Belaadi, 2014). 
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 Les maladies bactériennes : Brûlures bactériennes (causées par exemple par 

Xanthomonas phaseoli, Pseudomonas phaseolicola, Xanthomonas fuscans and 

Corynebacterium flaccumfaciens). 

 

 Les maladies virales : Virus de la mosaïque commune du haricot (ou BCMV, 

causé par les virus des mosaïques propagés par les pucerons). 
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1. Matériels biologique. 

1.1. Souches bactériennes 

   Pour la réalisation de nos expériences, nous avons  utilisé  deux souches bactériennes CH et 

S20 de Pseudomonas spp Fluorescens (collection du laboratoire de phytopathologie) qui ont 

été sélectionnées dans le cadre de travaux précédemment réalisés et qui ont montrés des 

activités de biostimulation et de biocontrôle très appréciables, telles que les travaux de 

Moudir et Cherif en 2021 

 

1.2. Matériel végétal.  

   La présente étude a été réalisée avec  deux espèces maraichères qui sont la tomate  Solanum 

lycopersicum, variété Marmande et le haricot Phaseolus vulgaris, variété Djadida qui est une 

variété locale.  

 

1.3. Substrat. 

  Le substrat utilisé est de la tourbe désinfectée à une température de 120°C pendant 30 

minutes. 

 

2. Caractérisation morphologique des souches bactériennes. 

2.1. Caractérisation macroscopique. 

     La caractérisation morphologique des souches bactériennes a été effectuée sur milieu B de 

King (Annexe 1) après incubation à 28±2°C pendant 24 heures. Elle consiste à une 

observation à l’œil nu des caractères culturaux tel que : la forme, la couleur l’aspect, les 

dimensions des colonies, ainsi que la diffusion d’un pigment fluorescent dans le milieu. 

L’observation du pigment fluorescent se fait à l’œil nu ou sous la lumière ultraviolette.   

 

2.2. Caractérisation microscopique. 

    Cette caractérisation est réalisée par la coloration de Gram qui est une coloration 

différentielle permettant de classer les bactéries en deux groupes selon la structure de leur 

paroi en bactéries à Gram positif et à Gram négatif. La coloration de Gram a été réalisée selon 

la méthode classique décrite par Hildebbrand et al., (1988) qui consiste à : 
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 La préparation du frottis : 

-Nettoyer une lame à l’alcool. 

-Déposer une goutte d’eau sur la lame ensuite prélever les bactéries d'une colonie jeune de 24 

heures avec l’anse stérile puis frotter la pointe dans la goutte d’eau. 

-Passer la lame sur la flamme du bec Bunsen pour fixer l’échantillon à la chaleur. 

 La coloration : 

-Déposer quelques gouttes de solution du violet de gentiane sur le frottis fixé et laisser agir 

une minute. 

-Rincer à l’eau distillée stérile, ensuite étaler le Lugol et laisser agir une minute. 

-Rincer à l’eau distillée stérile, puis décolorer rapidement avec l’alcool à 90° et rincer avec de 

l’eau distillée stérile. 

-Recolorer avec la Fuchsine et laisser agir une minute.  

-Rincer à l’eau et faire sécher la lame.  

-En fin déposer une goute d’huile à immersion et observer au microscope optique au 

grossissement (10X100). 

 

 

 

Figure 7 : Principe de la coloration de Gram (11). 
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2.3. Caractérisation biochimique. 

2.3.1. Galerie biochimique classique. 

      La mise en évidence de l’activité biochimique des  souches bactériennes a été effectuée 

par l’utilisation d’une galerie biochimique classique. La caractérisation biochimique 

corresponde aux testes suivants :   

 

Figure 8 : Galerie biochimique classique (Originel, 2022). 

 

 Test de mobilité : Les souches bactériennes âgées de 24 heures sont ensemencées par 

piqûre centrale dans le milieu mannitol-mobilité (Annexe 5). Ce milieu est semi solide 

permettant de mettre en évidence la mobilité et la dégradation du mannitol. Après 24h 

d'incubation, l’apparition d’une coloration jaune correspond au mannitol positif. Les 

bactéries mobiles se disperseront à partir de la piqûre d'ensemencement créant un 

trouble dans le milieu tandis que celles qui sont immobiles poussent uniquement le 

long de la strie  d’ensemencement. 
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 Test catalase : La catalase est une enzyme qui est produite en abondance par les 

bactéries à métabolisme respiratoire qui peuvent détruire les peroxydes. Cette 

technique consiste à déposer une goute d’eau oxygéné à 10 volumes sur une culture 

bactérienne jeune de 24 h. La présence d’une catalase (catalase positive) se traduit  par 

l’émission de bulles gazeuses juste après contact selon la formule. 

 

                                    2 H2O2                                                     H2O+1/2 O2   

       

 L’hydrolyse de la gélatine : Les tubes contenant le milieu gélatine (Gardan et 

Luisetti, 1981) (Annexe7) ont été ensemencés avec la crème bactériennes, de 24 

heures, par une piqure au centre du culot. Apres 2 à 3 jour d’incubation à 25°C ± 2 , 

nous déposons les tubes, 10 minutes à 6°C pour favoriser la prise de gel, en 

comparaison avec des tubes témoin non ensemencé avec les bactérie. Si le milieu de 

culture est liquide, la bactérie hydrolyse la gélatine donc elle synthétise la gélatinasse. 

 

 L’urée indole :   Ce test permet de la mise en évidence des enzymes: l’uréase qui 

hydrolyse l’urée en CO2 et NH3 et le tryptophane désaminase (TDA) qui transforme le 

tryptophane en acide indole pyruvique par désamination. Il consiste  à ensemencer les 

bactéries CH et S20, âgée de 24 heures dans des tubes contenant le milieu urée indole 

et incuber pendant 24h à 28 ± 2°C. Les bactéries uréase (+) se traduit par l’apparition 

d’une couleur rouge violacé et la formation d’un anneau rouge qui signifie la 

dégradation de l’indole par la bactérie donc indole(+).Pour la TDA, l’apparition d’un 

précipité signifie que c’est TDA(+). 

 

 L’ADH (Arginine dihydrolase) : La mise en évidence de cette enzyme est 

importante pour la caractérisation des bactéries, son rôle est de libérer l’ammoniac à 

partir de l’arginine. Le milieu ADH (Contient un indicateur de pH, le pourpre de 

bromocrésol) est ensemencé avec les cultures bactériennes CH et S20, âgée de 24 

heures, ensuite incubée à 30°C pendant 7 jours. Apres incubation, si la couleur du 

milieu vire au jaune puis vers le violet ceci indique la présence de l’enzyme et la 

dégradation de l’arginine. Si le milieu reste jaune, la bactérie est ADH négatif. 
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 Utilisation de l’ion citrique : Le milieu utilisé est le milieu citrate de Simmons 

(Annexe 6) où le citrate est l’unique source de carbone. L’utilisation de ce substrat, 

pour la plupart des bactéries pouvant le cataboliser, est une utilisation aérobie, et se 

traduira par une alcalinisation du milieu. L’ensemencement des souches est effectué 

sur la pente du milieu de culture. Après 7 jours d’incubation à 25°C±2°, l’utilisation 

des citrates est marquée par le virage de la couleur du milieu vers le bleu ce qui 

signifie citrate perméase positif. 

 

 Étude des dérivés de l'acide pyruvique : Le milieu Clark et Lubs (Marchal et 

bourdon, 1982) (Annexe 8) est ensemencé avec les cultures bactériennes CH et S20, 

âgée de 24 heures, ensuite incubée à 25°C pendant 24 heures. Ce milieu permet de 

mettre en évidence deux voies de dégradation : 

 Réaction Rouge de méthyle (RM) : Au milieu de culture ensemencé et incubé, 

sont ajoutés 2 à 3 gouttes du réactif rouge de méthyle (RM). Si le milieu devient 

rose la réaction RM est positive (RM+). 

 Réaction Voges Proskauer (VP) : Pour la recherche de l'acétoïne, on ajoute au 

milieu ensemencé et incubé 0,5 ml de la solution VPI (naphtol) et 0,5 ml de la 

solution VPII (4N). Si une coloration rouge violacée apparaît en surface, la 

bactérie a transformé l'acide pyruvique en acétoïne, la réaction VP est positive 

(VP+). 

 

 Utilisation des glucides : Le milieu utilisé est le triple sugariron (TSI) (Garden et 

Luisetti., 1981) (Annexe 9). Ce milieu permet de voir si la bactérie est capable de 

dégrade les trois sucres (Lactose, saccharose et glucose) et également il nous permet 

de mettre en évidence la réduction des sulfates ferreux en hydrogène de sulfure (H2S). 

L’ensemencement des souches bactériennes, âgées de 24 h,  est effectué en stries sur 

la pente et en  piqure centrale. La lecture des résultats se fait après 24 h d’incubation à 

28°C ±2. Si le milieu au niveau de la pente est jaune donc il y a utilisation du lactose 

et saccharose, par contre si le milieu vire vers le jaune au niveau du culot, il y a 

utilisation du glucose. Le noircissement du milieu indique la production de sulfurs 

d’hydrogènes (H2S) par sulfate réductase. 
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 Test oxydase : Le test oxydase est à la base de l’identification des bactéries Gram 

négatives. Il permet de mettre en évidence une enzyme,  la phényléne diamine 

oxydase. Selon la technique de Kovacs (1956), il est réalisé en déposant un disque pré-

imprégné par le réactif N diméthylparaphénylène diamine, sur une colonie bactérienne 

âgée de 24 heures. La lecture des résultats se fait immédiatement, une réaction positive 

se traduit par l’apparition d’une couleur violette au bout de 10 secondes. 

 

 Tolérance au sel : La détermination de la résistance des isolats bactériens à la salinité 

a été effectuée par l’ensemencement en strie des souches âgées de 24 heures, sur 

milieu de culture de Chapman (Annexe 2). La lecture des résultats portant sur la 

présence ou l’absence de la croissance bactérienne est réalisée après incubation de 24 

à 72 heures à une température de 25°C±2. 
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1. Caractérisation des souches bactériennes. 

1.1. Caractères macroscopiques et microscopiques. 

   Après l’ensemencement des souches Pseudomonas spp Fluorescens sur milieu gélosé King 

B et l’incubation à 28°C ± 2° pendant 24 heures, nous avons constaté que les colonies des 

deux souches bactériennes, CH et S20, présentent un aspect lisse de couleur beige clair et de 

forme régulière, le diamètre des colonies varie de 2 à 4 mm (Fig. 11). 

 

 

Figure 11 : Colonies des souches CH et S20 (Originel, 2022). 

 

 

     Les deux souches bactériennes produisent un pigment fluorescent de couleur jaune-vert sur 

le milieu King B. Cette pigmentation traduisant une production des sidérophores, visible à 

l’œil nu sous lumière naturelle. L’intensité de cette pigmentation est variable selon la souche 

bactérienne étudiée (Fig. 12). 
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Figure 12: Production de pigment fluorescents par les souches S20 et CH. (Originel, 2022). 

 

    L’observation microscopique a été réalisée après la coloration de Gram. A l’issue de cette 

coloration, on a distingué que les deux souches bactériennes CH et S20, observées sous 

microscope optique au grossissement (10×100), sont de forme de bacilles droits isolés ou 

groupés, de couleur rose. Elles sont dites Gram- (Gram négative) (Fig.13). Grâce à la 

technique KOH (3%), nous avant confirmé le résultat de  la coloration de Gram et cela par la 

formation d’un filament visqueux au contact de la crème bactérienne avec la solution KOH 

(3%) ce qui indique que les isolats bactériens sont Gram négatif. 

 

 

Figure 13 : Observation de la souche S20 sous microscope optique au G : 10×100 

(Originel, 2022). 
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1.2. Caractères biochimiques. 

   Suite aux différents tests biochimiques que nous avons réalisés pour les deux souches 

bactériennes CH et S20,  nous avons obtenues les résultats suivants (Tableau 3) : 

 

 Test de mobilité : L’apparition du trouble dans le milieu Mannitol-mobilité indique 

que les deux souches bactériennes testées sont mobiles  mais elles n’ont pas la 

capacité  d’utiliser et de dégrader  le mannitol (Fig. 14). 

 

Figure 14: Test Mannitol-mobilité (Originel, 2022). 

 

 Test catalase : Les deux souches sont catalase positive car, au  contact des souches 

bactériennes avec de l’eau oxygénée, des bulles gazeuses sont observées. 

 

 L’hydrolyse de la gélatine: Les deux souches bactériennes peuvent hydrolyser la 

gélatine donc elles synthétisent de la gélatinase (Fig.15). 

 

               Figure 15 : Test de la gélatine (Originel, 2022). 
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 L’urée indole : La formation d’un anneau rouge, d’un précipité brun ainsi que 

l’apparition de couleur violacée sur le milieu urée tryptophane suite à 

l’ensemencement de la suspension des souches CH et S20, démontre que ces bactéries 

sont indoles (+), TDA(+) et uréase (+) (Fig.16). 

 

 

Figure 16 : Test uréase, TDA et indole  (Originel, 2022). 

 

 L’ADH (Arginine dihydrolase) : Les deux souches bactériennes dégradent et 

utilisent  l’arginine car la couleur du milieu vire vers le violet (Fig. 17). 

 

 

Figure 17: Test ADH (Originel, 2022). 

 

 



Partie III :                                                                        Résultats et discussion 
 

41 
 

 

 Utilisation de l’ion citrique : Les deux souches CH et S20 possèdent les citrates-

perméases, indiquée par le virage du milieu citrate de Simmons vers le bleu. Ceci 

explique la capacité des bactéries à se développer en utilisant le citrate de sodium 

comme seule source de carbone et cela signifie que les bactéries sont des citrates (+). 

 

 Étude des dérivés de l'acide pyruvique : La souche CH présente une réaction 

négative pour le rouge de méthyle (RM) et une réaction positive pour le Voges 

Proskauer (VP), ce qui signifie qu’elle dégrade l’acide pyruvique en acétoines mais 

elle ne le dégrade pas en acide formique et acétique. La bactérie S20 présente une 

réaction positive pour le rouge de méthyle (RM) et une réaction négative pour le 

Voges Proskauer (VP), ce qui signifie qu’elle dégrade l’acide pyruvique en acide 

formique et acétique mais non pas en acétoines (Fig.18). 

 

Figure 18 : Réaction VP et RM (Originel, 2022). 

 

 

 Utilisation des glucides : Les deux souches bactériennes sont incapables d’utiliser le 

lactose et le saccharose. Le glucose est utilisé uniquement pars la souche CH. 

Egalement, cette dernière produit du sulfure d’hydrogène indiqué par le noircissement 

du milieu TSI, ce qui signifie que la souche CH possède les sulfate réductase (Fig.19). 
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Figure 19 : Test TSI des deux souches CH et S20 (Originel, 2022). 

 

 Test oxydase : Les disques d’oxydases déposées sur les souches bactériennes CH et 

S20  prennent une teinte violette. Ce qui signifie que les deux souches sont oxydase 

positive. 

 

 Tolérance au sel : Les deux souches bactériennes CH et S20 ont montré une 

inaptitude totale à croitre et à se développer sur milieu Chapman, ce qui explique 

qu’elles sont incapables de tolérer le NaCL (Fig. 20). 

 

 

Figure 20 : Test de tolérance au sel des deux souches CH et S20 (Originel, 2022). 
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Tableau 3 : Caractères physiologiques et biochimiques des deux souches bactériennes CH et 

S20. 

Bactéries 

Teste 

CH S20 

Mannitol-mobilité Mannitol  - 

Mobilité   + 

Mannitol  - 

Mobilité   + 

Catalase 

 

+ + 

Gélatine  

 

+ + 

L’urée indole  

 

+ + 

ADH 

 

+ + 

L’ion citrique 

 

+ + 

Clark et Lubs 

 

RM – 

VP  + 

RM + 

VP   - 

 

 

TSI 

 

H2S  + 

Lactose  - 

Saccharoses  - 

Glucose   + 

H2S  - 

Lactoses  - 

Saccharoses  - 

Glucose  - 

Oxydase 

 

 

+ + 

CHAPMAN 

 

+ + 

KOH 

 

+ + 

Coloration de Gram 

 

Gram - Gram - 

Pigment fluorescent  

 

+ + 

 

 

 (+) réaction négative.     

 (-) réaction positive. 

 

   En se basant sur la caractérisation morphologique et biochimique de la souche CH et S20, 

nous avons remarqué que les souches bactériennes ont montré une certaine stabilité de leurs 

caractères ce qui confirme la pureté des deux souches et leurs appartenance au genre 

Pseudomonas. 
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    D’après Bell-Perkins et Lynch, (2002), les Pseudomonas sont des bacilles à Gram négatif. 

Palleroni (2008) a décrit  les bactéries du genre Pseudomonas  comme étant des bactéries non 

sporulés, généralement mobile grâce à un ou flagelles polaire. L’hydrolyse de la gélatine est 

une priorité universelle de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens mais 

absente chez Pseudomonas putida (Bossis, 1995). On constate donc que nos souches 

bactériennes testées appartiennent à l’espèce Pseudomonas fluorescens. 

 

Discussion. 

   Le traitement des graines et des plants de la tomate et du haricot par les deux rhizobactéries 

S20 et CH de Pseudomonas fluorescens a révélé un effet de  biostimulation très remarquable. 

Des résultats appréciables ont été obtenus en termes de développement et de la croissance 

végétale chez les plants bactérisés par rapport aux témoins non bactérisés. Ce constat est 

différentiel selon les stades phrénologiques, le génotype végétal, la souche bactérienne et le 

paramètre analysé. 

 

    Les résultats obtenus dans notre essai de biostimulation in-vitro confirme que les souches 

bactériennes ont un effet significatif sur les paramètres de germination tels que le taux de 

germination et l’index vigor des graines de la tomate et du haricot et sur les paramètres de 

croissance des plants du haricot. Cet effet bénéfique a été très prononcé sur la biomasse des de 

la partie foliaire et racinaire du haricot.     

 

     L’effet de phytostimulation des souches CH et S20 testées affirme non seulement leur 

aptitude à promouvoir la croissance des plantes mais aussi leur aptitude de s’adapter à des 

environnements différents (espèce végétal). Cette phytostimulation peut être attribuée à des  

mécanismes exercés par les souches de Pseudomonas spp fluorescents tel que la production 

d’hormone de croissance, solubilisation du phosphore…etc.  

 

     Au cours de notre expérimentation, nous avons mis en évidence la production d’AIA par 

les souches bactériennes ainsi leur capacité à solubiliser le phosphore inorganique. 

 

   Les hormones végétales ou phytohormones telles que : les auxines, gibbérellines et 

cytokinines régissent la croissance des plantes par le contrôle spatial et temporel de la 

division, de la croissance et de la différenciation des cellules. Les phytohormones jouent 
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également un rôle essentiel dans les réponses aux stress biotiques et abiotiques (Peleg et 

Blumwald ; 2011).   

 

     La biostimulation induite par les PGPR est la conséquence de synthèse de métabolites 

secondaire analogues aux phytohormones. L'acide indole-3-acétique (AIA) fait partie du 

groupe des phytohormones, généralement considéré comme l’Auxine natif le plus important 

(Ashrafuzzaman et al, 2009).  

 

     L’acide indole acétique ‘AIA’ présente un intérêt potentiel pour l’amélioration des 

rendements agricoles par stimulation de la croissance de la plante par stimulation la 

germination des semences, augmentant le développement des racines et le contrôle des 

processus de croissance végétative (Loper et Schroth, 1986).  

 

    Il fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement 

des plantes, y compris l'organogenèse, les réponses tropiques, les réponses cellulaires telles 

que l'expansion, la division et la différenciation cellulaires et la régulation des gènes.  Les 

interactions entre les bactéries productrices d'AIA et les plantes conduisent à des résultats 

divers du côté des plantes, allant de la pathogenèse à la phytostimulation (Sivasakthi et al, 

2014).  

 

    Dans notre expérimentation, on a remarqué que les bactéries ont un effet positif sur la 

longueur racinaire ce qui peut être lié à la capacité des souches bactériens à solubilisé le 

phosphore. Selon  Sundara et al. (2002) la dissolution des phosphates et synthèse de l’acide 

phosphorique  est un facteur de précocité et favorise le développement racinaire. 

 

   Gamalero et al. (2004) ont confirmé que l’inoculation des plants de tomate par des souches 

de Pseudomonas fluorescens a conduit à la stimulation de leur croissance et à la modification 

de leur architecture racinaire, accompagnée de l’amélioration de l’acquisition du phosphore 

au niveau des feuilles. 

 

    Un bon développement racinaire conduit lui-même à une augmentation de la matière 

fraîche aérienne totale. Felici et al., (2008) ont mis en évidence l’efficacité de la souche B. 

subtilis dans la phytostimulation de la tomate après 45 jours de plantation en conditions 

contrôlées où des gains notables sont enregistrés en biomasse sèche des tiges et des racines.  
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    D’après Lemanceau, (1992), les effets bénéfiques de l’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 synthèse de métabolites 

particuliers (sidérophores, antibiotiques, substances de croissance, lipopolysaccharides, etc), 

qui est influencée par le métabolisme primaire. La bonne colonisation racinaire des 

Pseudomonas spp est influencée par différent facteurs environnementaux comme la 

température, le pH et l’humidité qui affectent la production des substances anti microbiennes 

et aussi la production des sidérophores. 



 

 

 

 

 

 

 

 Conclusion 
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    Les résultats de notre expérimentation  nous a permis de confirmer les caractéristiques 

décrites dans la bibliographie sur les  Pseudomonas spp. Fluorescent, car les deux souches 

étudiées CH et S20 ont montré une stabilité dans les caractéristiques culturales et 

biochimiques. 

 

   Au cours de notre expérimentation les deux souches bactériennes CH et S20 ont 

montré une même capacité à produire de l’acide indole acétique (AIA) qui est considérée 

comme une hormone de croissance sur le milieu MS. Nous avons également mis en évidence 

la solubilisation de phosphore inorganique par  la souche bactérienne S20 par le 

développement des zones de clarification assez importantes. 

 

    L’application des souches rhizobactériennes CH et S20  de Pseudomonas fluorescens 

sur les deux espèces végétale le haricot (var. Djadida) et la tomate (var. Marmande), nous a 

permis d’évaluer les activités phytostimulatrices par la mise en évidence leurs effets 

bénéfiques  sur la germination et la croissance de la tomate et du haricot. 

 

    Les effets de la phytostimulation ont été évalués par comparaison de la germination et 

de la croissance des plantes bactérisées par rapport aux témoins non bactérisées. Globalement 

sur ces deux cultures, des effets bénéfiques notables ont été enregistrés car la bactérisation des 

graines a provoqué d’une manière générale une augmentation significative des paramètres 

morphologiques, la vigueur aussi du taux et de  la vitesse de germination par rapport au 

témoin non bactérisée.  

 

     D’après notre étude, l’interaction plante-bactérie est très bénéfique pour la germination 

mais elle semble avoir aussi  un effet très favorable sur les paramètres de croissance végétale. 

Des augmentations appréciables sont obtenues en biomasses fraîches et sèches chez les parties 

aériennes et racinaires des plants. Les bactéries testées ont un effet très favorable sur la 

longueur racinaire permettant ainsi une plus grande exploitation du sol. 

 

      Les effets bénéfiques engendrés par les souches de  Pseudomonas spp. Fluorescents 

sur la stimulation de la germination et la croissance végétale sont tributaires des conditions 

expérimentales. Globalement, il en ressort des effets plus quantifiables en conditions 

contrôlées, car malgré les conditions de notre expérimentation les deux souches on put 

exprimer une augmentation significative du taux de germination.  
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    Néanmoins, les niveaux de phytostimulation restent appréciables et annonciateurs 

d’une possible exploitation de ces effets microbiens positifs dans la conduite des cultures. 

Ceci permettra d’envisager d’éventuelles applications tout en essayant d’améliorer notre 

compréhension des mécanismes et des facteurs garantissant l’expression des effets bénéfiques 

dans des conditions pratiques. 

  

     Notre étude a permis de contribuer dans la valorisation de l’effet très favorable des 

microorganismes rhizosphériques et le rôle des Pseudomonas spp Fluorescents dans la 

biostimulation de la croissance végétale. 
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Annexes. 

1- Milieu King B (King et al ; 1954). 

 Peptone..............................................20 g 

 Glycérol.............................................15  

 K2 HPO4..........................................1,5 g 

 Mg SO4.............................................1,5 g 

 Agar -Agar........................................20 g 

 Eau distillée q.s.q.............................1000 ml 

Ajuster à un PH= 7,2. Autoclavage à 120°C pendant 20mn 

 

2-Milieu Chapman. 

 Extrait de viande..........................................1g 

 Nacl..............................................................75g 

 Peptone........................................................20g 

 Mannitol.......................................................10g 

 Gélose..........................................................20g 

 Rouge de phenol..........................................0.25g 

 Eau distillée q .s.p........................................1000ml. 

 

3- Milieu MS (Minéral Salt Médium) (Edi ; 2006). 

 k2HPO4 ................................................................. 1,36 g 

 Na2HPO4 ................................................................1.36 g        

 MgSO4 ..................................................................... 0.2 g 

 Eau distillée H2O q.s.p..............................................1000 ml 

 Tryptophane. 

Ajuster à un PH= 7 

 



Annexes 
 

4- Milieu PVK (Pikovskaya) (Pikovskaya ; 1948). 

 D-Glucose....................................................................10g 

 Phosphate Calcium (Ca3(PO4)2).................................5g 

 Sulphate Ammonium (NH4)2SO4 ..............................0,5g 

 Potassium Chlorite (KCl).....................................……0.2g 

 Chlorure de Sodium (NACL)………………………..0 ,2g 

 Sulfate Magnésium (MgSO4, 7H2O)..................... …0.1g 

 Sulfate Manganèse (MnSO4)......................................0.002g 

 Extrait de levure……………………………………..0, 5 g 

 Sulfate de Fer (FeSO4)……………………………...0, 002g 

 Eau oxygénée H2O………………………………....1000 ml 

 Agar –Agar……………………………………….....20g 

 

5- Milieu Mannitol de mobilité (Gardan et Luisetti, 1981). 

 Peptone ………………………………………………………..20g   

 Nitrate de Potassium …………………………………………..1g  

 Mannitol ……………………………………………………….2g  

 Rouge de Phénl………………………………………………...40g  

 Gélose…………………………………………………………..4g.   

 Eau distillé q.s.q ………………………………………………..1000Mml  

Ajuster à un PH= 8,1. Autoclavage à 120°C pendant 20mn   
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6-   Milieu Citrate de Simmons (Garden et Luisetti, 1981). 

 Sulfate de magnésium (Mgso4)………………………….0, 2g 

 Ammonium dihydrogenophosphate………………….….1g   

 Phosphate dipotassique ………………………………...1g 

 Citrate de Sodium……………………………………... 2g 

 Chlorure de Sodium( Nacl) ……………………………5g 

 Bleu de bromothymol………………………………… 0,08g 

 Agar ……………………………………………………20g 

  Eau distillée q.s.q ……………………………………..1000ml 

Ajuster à un PH= 6,6. Autoclavage à 120°C pendant 20mn 

 

7-  Milieu de Gélatine (Garden et luisetti, 1981). 

 Extrait de levure …………………………………………..3g 

 Batériopeptone……………………………………………..5g 

 Gélatine…………………………………………………….120g 

 Eau distillée q.s.q ………………………………………….1000ml. 

Ajustez à un PH = 6.8. Autoclavage 120°C pendant 20 mn. 

 

8 - Milieu de Clark et lubs (Marchl et Bourdon, 1982). 

 Peptone trypsique ou polypeptone……………………………5 à 7g 

 Glucose…………………………………………………….....5g  

 Phosphate bipotassique (K2PO4)…………………………….5g 

  Eau distillé q.s.q……………… …………………….............1000ml 

Ajuster à un PH= 7,2. Autoclavage à 120°C pendant 20mn 
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9-  Milieu TSI (Garden et Luisetti, 1981). 

 Peptone ……………………………………………………………......20g    

 Extrait de viande………………………………………………………3g   

 Extrait de levure ……………………………………………………....3g                     

 Chlorure de Sodium…………………………………………………...5g                  

 Citrate ferrique ………………………………………………………..0.3g                

 Thiosulfate de Sodium ………………………………………………..0.3g                            

 Lactose………………………………………………………………...10g  

 Saccharose…………………………………………………………….10g   

 Glucose ……………………………………………………………….1g                

 Rouge de Phénol ………………………………………………….. …0.5g                   

 Agar -Agar ……………………………………………………………2g.   

Ajuster à un pH =7.4 

 

 

 


	01 PAGE DE GARDE.pdf (p.1)
	2 Remerciements courigé.pdf (p.2)
	3.Dédicaces.pdf (p.3)
	4.Dedicase de fin d'etude.pdf (p.4)
	5.Liste des abréviations.pdf (p.5-6)
	6.Liste des figures.pdf (p.7-8)
	7.Liste  des Tableaux curigé.pdf (p.9)
	8.Sommaire.pdf (p.10-12)
	9.Introduction.pdf (p.13)
	10.INTRODUCTION GENERALE.pdf (p.14-15)
	11.Partie I.pdf (p.16)
	12.BIBLIOGHRAPHIE COURIGE.pdf (p.17-32)
	13,5 chapitre 2.pdf (p.33-40)
	13.Partie II.pdf (p.41)
	14.Materiel et méthode courigé.pdf (p.42-47)
	15.Partie III.pdf (p.48)
	16.Resultats et discussion.pdf (p.49-58)
	17.Conclusion.pdf (p.59)
	18.CONCLUSION GENERALE.pdf (p.60-61)
	19.Références bibliographiques.pdf (p.62)
	20.Réferences bibliographique.pdf (p.63-77)
	21. Annexes courigé.pdf (p.78-82)

