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Résumé

Titre : Optimisation du procédé de lyophilisation pour une conservation

efficace des Pseudomonas spp. fluorescents agents de lutte biologique

La lyophilisation est une technique couramment utilisée pour la conservation des
microorganismes, en particulier les Pseudomonas spp. fluorescents qui sont utilisés comme
agents de lutte biologique contre divers agents phytopathogenes. Mais les dommages induits

par le processus de lyophilisation ne sont pas sans conséquence pour la viabilité des cellules.

Plusieurs études ont été menés pour optimiser le procédé de lyophilisation, en
améliorant divers parametres, a savoir I’ajout des cryoprotecteurs, I’optimisation de la
température de croissance, de séchage et de stockage. Il a été approuvé dans plusieurs études
que I’ajout des agents cryoprotcteurs (lait écrémé, saccharose et le lactose) augmente le taux de
survie des souches des Pseudomonas spp. fluorescents. Par ailleurs, les températures de
croissance (20-30°C), de séchage (20-30°C) et de stockage (inférieur a 8°C) ont un impact
important sur la viabilité des cellules apres lyophilisation. Dans des essais biologiques contre
des germes phytopathogenes (Botrytis cinerea, Alternaria radicina) les souches des
Pseudomonas spp. fluorescents lyophilisées ont montré une efficacité similaire aux cellules
fraichement produite. Ces résultats soulignent que la qualité du produit formulé peut étre

améliorée en manipulant les paramétres d’optimisation de lyophilisation.

Mots clés : Pseudomonas spp. fluorescents, lutte biologique, lyophilisation, cryoproteceteur,

optimisation.



Abstract

Title : Optimization of the freeze-drying process for efficient conservation
of fluorescent Pseudomonas spp. biological control agents

The freeze drying technique is commonly used for the preservation of microorganisms,
in particular fluorescent Pseudomonas spp. which are used as biological control agents against
various phytopathogenic agents. But the damage induced by the freeze-drying process is not

without consequences for the viability of the cells.

Several studies have been carried out to optimize the freeze drying process, by
improving various parameters, namely the addition of cryoprotective agents, the optimization
of the temperature of growth, drying and storage. The addition of cryoprotective agents
(skimmed milk, sucrose and lactose) has been approved in several studies to increase the
survival rate of fluorescent Pseudomonas spp. strains. In addition, the temperatures of growth
(20-30 ° C), drying (20-30 °C) and storage (below than 8°C) have a significant impact on the
viability of cells after freeze drying. In biological tests against phytopathogenic germs (Botrytis
cinerea and Alternaria radicina) lyophilized fluorescent Pseudomonas spp. strains showed
similar efficiency to freshly produced cells. These results point out that the quality of the
formulated product can be improved by manipulating the freeze-drying optimization
parameters. These results point out that the quality of the formulated product can be improved

by manipulating and optimizing the freeze drying parameters

Keywords : Fluorescent Pseudomonas spp, biological bontrol, freeze drying, cryoprotective

agents, optimization.
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Introduction

L'utilisation constante d'engrais chimiques pour augmenter la productivité et nourrir la
population croissante a entrainé de nombreux risques environnementaux (Kalyanasundaram
et al., 2021). Pour cela, la gestion de la santé des sols est vitale pour le maintien de la
biodiversité et la sauvegarde d'une production agricole durable, le maintien et la préservation
de la santé des sols sont d'une importance primordiale pour la durabilité des écosystemes
(Pahalvi et al., 2021).

Les plantes étant immobiles, elles sont incapables de surmonter les conditions
environnementales difficiles, les attaques des prédateurs, de parasites et d'agents pathogeénes,
pour lutter contre ces agents biotiques et abiotiques, elles ont développé un certain nombre de
mécanismes qui sont influencés par différents types d'association entre les plantes et les

microorganismes du sol (Singh et al., 2019).

Ces microorganismes dite plant growth-promoting rhizobacteria PGPR font partie
intégrante du sol vivant, non seulement en transformant les nutriments dans le sol, mais aussi
avec de multiples fonctions pour influencer la santé du sol et des plantes. Certains des groupes
représentatifs de PGPR comprennent les Azotobacter, Bacillus, Burkholderia et en particulier

les Pseudomonas spp. fluorescents (Wani et Gopalakrishnan, 2019).

Les Pseudomonas spp. fluorescents constituent le groupe des rhizobactéries le plus
diversifié qui les rendent bien adaptées comme agents de contr6le biologique contre plusieurs
phytopathogenes, de promotion de la croissance des plantes et la résistance systémique induite,
ces effets sont attribués a la capacité d'utiliser les exsudats de graines et de racines, le potentiel
de colonisation et de multiplication dans la rhizosphere, la capacité a produire un large éventail
de métabolites bioactifs et I'adaptabilité efficacement aux stress environnementaux (Subashri
et al., 2012 ; Madbouly, 2018).

Pseudomonas spp. fluorescents ont été étudiés pendant des décennies en tant
gu'organismes modeles pour la lutte biologique contre les maladies des plantes (Stockwell et
Stack, 2007). Cependant, la commercialisation des souches microbiennes nécessite de les
conditionner sous une forme durable et stable. En effet, en raison de leur physiologie, les
cellules microbiennes ne se conservent pas a I’état natif dans leur milieu de culture (Coulibaly

et al., 2011).



Introduction

Une application réussie des agents de lutte biologique microbiens dépend du
développement d'une formulation appropriée et économiquement faisable. Les formulations
doivent livrer un produit final avec une efficacité optimisée (Bisutti et al., 2015). Dans ce sens
plusieurs techniques de séchage sont adopté (cryoconservation, atomisation fluidisation et la
Iyophilisation) (Alonso, 2016 ; Jain et al., 2020).

La lyophilisation est la méthode la plus convenable pour conserver la viabilité des
bactéries, c’est une opération de déshydratation, généralement sous vide et a basse température,
qui consiste a éliminer progressivement l'eau d'un produit congelé principalement par
sublimation, la lyophilisation est une technique incluant les étapes de production, de
conditionnement et de stockage des Pseudomonas spp. fluorescents (Mputu Kanyinda et al.,
2014 ; Alonso, 2016 ; Greffe et Michiels, 2020), néanmoins, les Pseudomonas sont tres
sensibles a tous forme de séchage surtout en absence de composes protecteurs (Mputu
Kanyinda et al., 2014).

La lyophilisation sans condition optimisé endommage les cellules au niveau des
membranes, ADN et les structures protéique, ce qui entraine une perte de viabilité pendant le
traitement ainsi que pendant le stockage (Palmfeldt et al., 2003 ; Craig et al., 2021). Un
processus d’optimisation est nécessaire pour améliorer les conditions de viabilité, de stabilité
lors du stockage et pour faciliter la réhydratation ; en ajustent des parameétres et des conditions
opératoires a savoir la température de fermentation, I’ajout des cryoprotecteurs et le pH,
(Mputu Kanyinda et al., 2014 ; Bisutti et al., 2015 ; Stephan et al., 2016 ; Bisutti et
Stephan, 2019).

L’objectif de notre travail consiste a réaliser une étude bibliographique sur les
Pseudomonas spp. fluorescents et leur importance au tant que agents de lutte biologique, ainsi
qu’une étude comparative des études basés sur le principe d’optimiser la lyophilisation et son

impact sur les Pseudomonas spp. fluorescents, toute en gardant leurs viabilité lors du stockage.
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Chapitre 1 : Les Pseudomonas spp. fluorescents

1. Introduction au genre Pseudomonas

1.1. Historique
Le genre Pseudomonas est l'un des genres bactériens les plus divers et omniprésents

dont les espéces ont été isolées dans le monde entier dans toutes sortes d'environnements. De
I'Antarctique aux Tropiques, présentes dans les seédiments, les échantillons cliniques, les

plantes, eau, sol, rhizosphére végétale, mer, déserts, etc... (Peix et al., 2009) (Tableau 01).

Il fut apparaitre la 1% fois par le botaniste Migula de I'institut de Karlsruhe en
Allemagne en 1894, sa description était : « cellules avec organe polaire de mobilité. La
formation de spores se produit dans certaines espéces, mais il est rare (exp : Pseudomonas
violacea). Peu de temps apres, il a proposé Pseudomonas pyocyanea comme espece type
nommé plus tard Pseudomonas aeruginosa (Palleroni, 2010). Au fur et a mesure que les

techniques de caractérisation se sont améliorées, la classification des Pseudomonas a changé.

Au début du 20eme siecle, Orla-Jensen (1909) a proposé lutilisation des

caractéristiques physiologiques comme critere de base dans la taxonomie bactérienne.

En 1960, le développement des méthodologies d’extraction d’ADN a rendu possible les
1% études d’homologic d’ADN et les comparaisons génétique appliquées a la taxonomie
bactérienne, ainsi que les études des relations entre les espéces des Pseudomonas ont été
effectués selon la comparaison des ADN et les hybridations ADN-ADN (Peix et al., 2009).

Les années 1970 des expériences d’hybridation d’ARNr- ADN on aboutis que le genre

Pseudomonas se compose de 5 groupes d’homologie d’ARNr (Hesse et al., 2018).

De nos jours le géne ARNr 16s étant donnée la molécule clé sur laquelle la taxonomie
bactérienne est basé qui a permis une classification phylogénétique des Pseudomonas (Gomila
et al., 2015), un nombre croissant d’especes appartenant a ce genre dont 102 espéces en 2006,
109 en 2007, 114 en 2008, 118 en 2009 (Mulet et al., 2010), 144 en 2015 (Gomila et al., 2015),
et 180 en 2018 (Hesse et al., 2018).

Méme si I’ ARNr 16s est la base de classification des bactéries, certes que d’autres genes
sont utiliser dans les études taxonomiques : les analyses des séquences multi locus MLSA en
utilisant des génes domestiques tel que "recA, atpD, carA, gyrB, rpoB, rpoD" (Peix et al.,
2009 ; Mulet et al., 2010 ; Gomila et al., 2015).


https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S1567134809001853#bib126
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Tableau 1: Espéces des Pseudomonas sensu stricto et sensu lato (Behrendt et al., 2003 ; Peix et al.,

2009).
Sensu stricto (Pseudomonas groupe 1) Sensu lato
Especes Sources d’isolement de Especes Sources d’isolement de la
la souche type souche type
P. aeruginosa Echantillon clinique P.strutzeri Appareil respiratoire des oiseaux
P. cannabina Cannabis sativa P. amygdali Prunus dulcis
P. mendocina Sol, eau et échantillons P. corrugata Lycopersicon,  sous-genre du
cliniques genre Solanum
P.putida Sol et eau P. ficuserectae Ficus erecta
P. alcaligenes Eau de piscine P. flectens Phaseolus vulgaris
P. syringae Lila (Syringa vulgaris, P. reinekei Sédiments aérobies de la riviere
famille Oleaceae) pollués de I'Elbe en Allemagne.

1.2. Diversité des Pseudomonas

Depuis sa découverte, le genre Pseudomonas a subi de nombreux changements
taxonomiques non seulement en ce qui concerne le nombre d'espéces incluses mais aussi en ce
qui concerne les critéres utilisés pour leur définition et leur délimitation (Peix et al., 2009). Mis
a part les criteres morphologiques et les caractéristiques nutritionnelles et métaboliques, la
diversité des Pseudomonas est basee sur deux facteur majeurs : Facteur écologique et Facteur

génétique (Spiers et al., 2000).

e Facteur écologique : l'opportunité écologique est en effet un facteur essentiel et une
cause premiére de diversité, et il est clair que les bactéries ont une capacité remarquable
a exploiter les opportunités les plus subtiles. Darwin a été parmi les 1**a considérer les
principales causes de diversité et a proposer deux candidats : ’opportunité écologique
(espace de niche libre) et la concurrence entre les espéces qu’il considérait comme
moteur de divergence a mesure que la densité bactérienne limite les ressources d’O; et
des nutriments, ainsi 1’effet de productivité et de perturbation et les phages (Spiers et
al., 2000).

e Facteur génetique : Les facteurs génétiques sont tout aussi importants (bien que les
forces écologiques soient les déterminants ultimes des modéles de diversité). Sans

variation, il ne peut y avoir ni évolution ni divergence. La variation survient par
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mutation et recombinaison, et les deux processus operent dans les populations
bactériennes (Spiers et al., 2000) :
% Mutation : en scannant les séquences du génome de P. aeruginosa PAOq, il semblait
que les Pseudomonas n’ont pas de mécanisme mutationnel spécifique qui renforcent
la divergence évolutive (Spiers et al., 2000).

» Recombinaison : I’analyse des séquences du génome entier est la mesure dans

L)

laquelle les génomes bactériens sont des chimeéres. L’acquisition de géne et d’élément
génétique accessoire (plasmide, transposant, intégrons et phage) et I’analyse des
séquences du génome entier réveleront une mosaique génomique des Pseudomonas
par conséquent la recombinaison intra-génomique semble étre un facteur important
dans la diversité des Pseudomonas (Spiers et al., 2000).

1.3. Classification scientifique du genre Pseudomonas

La classification du genre Pseudomonas a été tracé par Migula (1894) dans le Manuel de

Bergey 1923 (Das et al, 2020) :

Domaine: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famile: Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

1.4. Caractéristiques des Pseudomonas

Ce sont des bacilles a Gram négatif, droits et fins, aux extrémités arrondies ; d’une taille
moyenne de 2 sur 5 um (Palleroni, 1984). Ces bactéries sont mobiles grace a une ciliature
polaire monotriche, lophotriche ou multitriche. Elles se cultivent sur des milieux usuels non
enrichis et sont capable d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de
carbone et d’énergie. Elles présentent un type respiratoire aérobie strict et un type métabolique

chimio-organotrophe oxydatif (Meliani, 2012).

L’espéce-type du genre P. aeruginosa, est mésophile (entre 20 et 40°C) tandis que la

majorité des especes sont psychrotrophes (Rossignol, 2007) (Tableau 02).
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Tableau 2: Quelques caractéres permettent de caractériser P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida et
P. syringae (Lelliot et al., 1966 ; Hildebrand et Schroth, 1972).

Caractére P. aeruginosa  P.fluorescens  P.putida P.syringae
Oxydase + + + -
Croissance a 0° C - + \/ \%
Croissance a 41° C + - - -
Pyocyanine + - - +
Pyoverdine + + + +
Arginine d’hydrolase + + + -

(+) : présence ; (-) : absence ; (V) : Variable

1.5. Les données de séequencage des Pseudomonas

Plusieurs génomes de Pseudomonas ont été sequencés (Tableau 03), comme exemple,
les génomes de P. putida mesurent plus de 6 Mbp, dont KT2440 est la meilleure souche
caractérisee. C’est une bactéric modele pour le développement d’applications
biotechnologiques et présente un role remarquable dans la biorestauration des sols contaminés
(Silby et al., 2011).

Tableau 3: Les génomes séquencés de Pseudomonas (Silby et al., 2011).

Speciesstrain Siza® % G+C* Genes' % coding tRNAT rRNAT Released GenBank Reference
F aeruginosa
P& 6264404 66.6 5671 898 63 13 13/0%/2000 AE004091.2 Stover et al. (2000)
FA7 6588339 664 6396 9041 65 12 05/07/2007 CPO0O744.1 Roy et al. {2010)
UCBPP-FAT4 6537648 66.3 5994 898 63 13 0&/10/2006 CPOOO438.1 Lee at al_ (20086)
LESBSE 6601757 66.3 6026 889 &7 13 24/12/2008 FM209186.1 ‘Winstanley et al. (2009}
3719 6222097 66.5 5696 866 40 6 04/01/2006 I\IZ_AJI?LK\u"[}ﬂ1’.'ICICIE?B[}0l Mathee et al. (2008}
P&2192 6905121 66.2 6203 855 44 2 04/01/2006 NZ_AAKWO0000000" Mathee et al. (2008)
F entornophila
L48 5888780 642 5293 898 78 22 10/05/2006 CT573326.1 Vodovar et al. {2006)
P fluorescens
Pi0-1 6438405 606 5741 90.0 73 19 0712005 CPO00O0S4.2 Silby et al. (2009)
Pi-5 7074893 633 G144 887 71 16 30/06/2005 CPOOOOTE Paulsen et al. (2005)
SEW25 6722539 605 6009 883 66 16 08/01/2008 AMIB1176.4 Silby et al. (2009)
P mendocina
ymp 5072807 647 4730 80.7 &7 12 20/04/2007  CPOOOBSD.1 Unpublished
P putida
F1 5959964 61.9 5423 899 76 20 31/05/2007 CPOOOT7121 Unpublished
GB-1 6078430 61.9 5515  90.2 74 22 05/02/2008 CPO0O0926.1 Unpublished
KT2440 6181863 615 5481 875 74 22 22/01/2003  AE015451.1 Melson et al. (2002)
WE19 5774330 614 5292 B9EB 75 22 11/03/2008 CPO0O949.1 Unpublished
P stutzeri
A150 4567418 639 4237 90.3 61 13 20/04/2007  CPROOQ304.1 Yan et al. (2008)
P syringae
pv. phaseolicola 14484 5928787 57.9 5436% 86.8° 64 16 01/08/2005 CPOOOOSE.1 Joardar et al. (2005a, b)
pv. syringae B728a 6093698 59.2 5245 88.7 64 16 12/05/2005 CPO0O0OTS5.1 Feil et al. {2005}
pv. tomato DC3000 6397126 583 57215  85.6° 64 16 21/08/2003 AE016853.1 Buell et al. {2003)

*Taille,% G + C de http://www.Pseudomonas.com , a I'exception de PA2192 et C3719 de Mathee et al. (2008) .

tGenes,% de codage et teneur en ARNr et en ARNt de I'IMG, a 'exception de Pseudomonas fluorescens Pf0-1, SBW-25 et Pf-5 ( Silby et al. , 2009 ).
 Les génomes de ces souches n'ont pas été correctement déposés dans GenBank.

§ Séquences de codage des plasmides inclus dans le comptage des génes et calcul du% de codage.
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2. Les Pseudomonas spp. fluorescents phytobénefiques

De nombreuses souches fluorescentes de Pseudomonas ont été signalées comme des
rhizobactéries benéfiques améliorant la croissance des plantes dites PGPR "Plant Growth
Promoting Rhizobacteria” (Kloepper et al., 1980). lls sont largement étudiés en agriculture
pour leur rdle dans l'amélioration des cultures (Kalita et Ram, 2019). La capacité
de Pseudomonas spp. pour améliorer la croissance des plantes a été attribué a divers
mécanismes tels que la production de phytohormones, la solubilisation des nutriments, le HCN,

les sidérophores, antibiotiques et I'activité de lutte biologique (Praveen Kumar et al., 2012).

Les meilleurs agents de biocontrble et les especes les plus caractérisées sont P.
fluorescens et P. putida (Lalan Sharma et al., 2021). P. putida a été largement utilisé dans la
stimulation de la croissance de plusieurs plantes telles que le blé, Arabidopsis et le mais, dans
le contr6le biologique de phytopathogenes tels que Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum et
dans la bioremédiation des polluants environnementaux (Kandaswamy et al., 2019). Il a été
démontré aussi que P. putida KT2440 réduit les dommages induits par le stress salin chez les
agrumes en diminuant les niveaux de proline et dABA (Vives-Peris et al. 2018 ; Aydinoglu
et al., 2020). D’autres part, P. fluorescens a montré une activité suppressive significative contre
une gamme de genres fongiques phytopathogenes, a savoir Alternaria, Botrytis,
Colletotrichum, Fusarium, Rhizoctonia, Phoma, Phytophthora, Oospora et Erwinia (Aslan et
al., 2004 ; Kalita et Ram, 2019).

2.1. Mode d’action et les traits antagonistes des Pseudomonas spp. fluorescents associées
aux plantes
Les plantes sont constamment exposees a divers stress biotique et abiotique (minéraux,
eau, les animaux, micro-organisme...) qui altérent la biosynthése et le développement du
végétale, I’association des plantes avec les micro-organismes dans le sol rend la plante plus

tolérante aux condition de stress (da Silva Folli-Pereira et al., 2013).

La rhizosphére désigne la zone d’activité microbiologique intense qui s’étend a
plusieurs millimetres du systéme racinaire, elle représente un point chaud d’interaction
microbienne, les exudats libérer par les racines des plantes sont la principale source de
nutriment pour les rhizobactéries se qui augmente leur densité et leur activité (Maheshwari et
al., 2019). L’action de ces rhizobactéries se manifeste en deux manieres : direct et indirect
(Basit et al., 2021) (figure 01).



Chapitre 1 : Les Pseudomonas spp. fluorescents

b) Antagonistic traits

» Antibiotics
2 A-diacetylphloroglucinol
phenazines
pyrrolnitrin
pyoluteorin

» Volatile compounds
hydrogen cyanide
2.3-butanediol
I-undecene
dimethyl disulfide
4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone

¢) Modes of action
of biocontrol

Direct mechanisms
» Antibiosis

» Siderophores r Con.lpetition for
pyoverdin nutrients
pyochelin
peRdOte Indirect mechanisms

» Lytic enzymes

p-1.3-glucanases
chitinases
proteases

7> Induced Systemic
Resistance (ISR)

» Cyclic lipopeptides
viscosin
viscosinamide
massetolide A
putisolvins
orfamid A
sesselin
nunamycin
nunapeptin

Figure 1: contrble biologique des phytopathogenes par les Pseudomonas (Mdiller et Behrendt, 2021) :a) cycle de vie
des Pseudomonas associé aux plantes qui peuvent vivre comme endophyte et épiphyte. b) les Pseudomonas présentent un spectre diversifier
de traits antagonistes.c) les traits permettent de supprimer les phytopathogene par des mécanismes direct et/ou déclenché des réactions de
défense chez les plantes

¢+ Action directe

Les PGPR directes améliorent la croissance des plantes en I'absence d'agents pathogenes.
Conformément a Vessey (2003), les espéces bactériennes du sol dans la rhizosphére végétale
qui poussent dans, sur ou autour des tissus végétaux stimulent la croissance des plantes par une
multitude de mécanismes. En plus de fournir le support mécanique et de faciliter I'absorption
deau et de nutriments, l'activité microbienne dans la rhizosphére affecte les schémas
d'enracinement et I'apport de nutriments disponibles aux plantes (Paray et al., 2016 ; Etesami
et Adl, 2020).

« Action indirecte

Les effets indirects des PGPR incluent des mécanismes qui protége la plante contre les
infections (stress biologique) ou aide la plante a se développer sainement sous stress abiotique
(Etesami et AdI, 2020) par I’induction de la résistance systémique ISR et la compétition
nutritionnelle (Maller et Behrendt, 2021).
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Les modes d'action des Pseudomonas spp. fluorescents sont déterminés par des
caracteristiques antagonistes spécifiques comprenant divers metabolites, qui permet de
supprimer les phytopathogénes et, ou bien déclenché des réactions de défense chez les plantes
(Maller et Behrendt, 2021).

®,

% Production de sidérophores
Le fer présent dans la nature sous forme ferrique Fes est I'un des principaux minéraux

présents a la surface de la terre, mais il n'est pas disponible dans le sol pour les plantes.

Les sidérophores chélatent le fer ferrique de I'environnement. Dans des conditions de
limitation en fer les sidérophores microbiens fournissent aux plantes du Fe, améliorant ainsi
leur croissance, la longeur des racines et le nombre de feuille. Les Pseudomonas spp.
fluorescents ont éte signalés comme étant impliques dans le cycle du fer dans la rhizosphere
vegétale par la production de diverses classes des siderophores (pyoverdine, pyocheline et
pseudomonine) (Ben Oussaid, 2019 ; Das, 2020 ; Yasmeen et al., 2021).

% Solubilisation du phosphate et de Potassium

Le phosphore est un macronutriment essentiel et le plus limitant pour la croissance des
plantes. Dans la nature, le phosphore se présente sous forme de roches, mais en raison des
formes insolubles de phosphate, les plantes ne peuvent pas l'utiliser, il a été révélé que
Pseudomonas spp. fluorescents solubilisent le phosphate inorganique par la production d'acides
organiques de faible poids moléculaire comme lacide citrique et l'acide gluconique.
Pseudomonas spp. fluorescents minéralise les phosphates organiques insolubles, tels que les
phytates, les phosphomono- di/tri esters et les organophosphonates via les actions de diverses
enzymes, phosphatase, phytase et phosphonatase (Parray et al., 2016 ; Das, 2020 ; Etesami
et Adl, 2020).

Le potassium est un autre macronutriment essentiel requis pour une bonne croissance
des plantes. Il joue un r6le important dans de nombreuses fonctions végétales telles que
I'absorption des nutriments, la respiration, la transpiration et l'activité enzymatique. Les
concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement tres faibles et plus de 90 %
du potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux silicatés, les
éspeces de Pseudomonas spp. fluorescents tel que P. chlororaphis ont été étudiées pour leur
capacité de solubilisation du potassium pour qu’il soit sous une forme disponible pour les

plantes (Das, 2020).

10
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% Production des composés organiques volatiles (COV’s)

Au cours des dernieres années, certaines études ont rapporté des effets physiologiques
et cellulaires sur les plantules végétales en réponse a une exposition aux composées organiques
volatiles microbiens. Des études ont montré que les COVs tel que les HCN produit par les P.
fluorescens, peuvent induire la croissance principalement par quatre mécanismes : la
modulation des nutriments essentiels, I'équilibre hormonal, le métabolisme et les concentrations
de sucre (Fincheira et Quiroz, 2018 ; Walia et al., 2021).

0,

% Sécrétion de phytohormones

Sous un stress abiotique tel que la sécheresse, I'engorgement, les températures extrémes,
la salinité et le stress oxydatif, la production d’une variété de phytohormone et des régulateurs
de croissances comme ABA, GA, CK et AlA par les Pseudomonas spp. fluorescents peut altérer
l'architecture des racines et favorise le développement des plantes. Il a été rapporté que les
phytohormones telles que les auxines, AlA, les cytokinines, les gibbérellines rhizosphérique
jouent un réle important dans l'augmentation de la surface racinaire, prolifération des racines,
stimule la germination des graines et des tubercules et la division cellulaire, qui a leur tour
augmentent l'absorption de nutriments et d'eau par la plante (Parray et al., 2016; Etesami et
Adl, 2020).

% L’ACC désaminase
Les Pseudomonas spp. fluorescents possedant I'enzyme 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) désaminase facilitent la croissance et le développement des plantes en
diminuant les niveaux d'éthylene qui a un effet trés nocif , en induisant la tolérance au sel et en

réduisant le stress hydrique chez les plantes (Parray et al., 2016 ; Das, 2020).

%+ Compétition pour les nutriments

Les Pseudomonas spp. fluorescents inhibent les agents phytopathogenes en imposant
une compétition pour les nutriments et I'espace dans la rhizosphére. La réduction de la
concentration d'éléments essentiels comme le carbone, I'azote, le phosphore et d'autres micro-
éléments conduit souvent a diminuer la germination des spores et a une croissance plus lente
du tube germinatif (Walia et al., 2021). Dans des conditions limitées en fer, les Pseudomonas
spp. fluorescents produit des siderophores pour acquérir de maniere compétitive des ions
ferriques ce qui prive les champignons pathogenes de cet élément essentiel car les sidérophores

fongiques ont une affinité plus faible (Parray et al., 2016).

11
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% La résistance systémique induite (ISR)

La resistance systémique induite ISR est phénotypiquement similaire a la résistance
systémique acquise SAR. Les ISR sont un mode d'action des rhizobactéries stimulant la
croissance des plantes PGPR, en particulier Pseudomonas spp. fluorescentes, dans la
suppression des maladies (Bakker et al., 2007). Dans les stress biotique I'immunité des plantes
est produite par trois voies de signalisation principales: l'acide salyciliqgue SA, l'acide

jasmonique JA et I'éthylene ET (Farag et al., 2013 ; Fincheira et Quiroz, 2018).

Les ISR peuvent soit induire un changement soutenu des plantes qui augmente la
capacité de tolérance a l'infection par les agents pathogénes, soit induire les défenses locales
et/ou systémiques de 1'hote de la plante entiere contre un large spectre d’agents ce mécanisme
est principalement médiée par I’JA et/ou I'éthyléne (Walia et al., 2021). Des éliciteurs
déclenchent I'état de ISR contre de multiples phytopathogénes sont les lipopolysaccharides, les
sidérophores (pseudobactines et pyocheline), les flagelles, les antibiotiques (pyocyanine, 2,4-
diacétylphloroglucinol) ... (Muller et Behrendt, 2021).

« L’antibiose

Les Pseudomonas spp. fluorescents protégent la plante contre les agents phytopathogenes
en les contrélent ou les inhibant par la production des antibiotiques (ATB). Les antibiotiques
produits par Pseudomonas spp. fluorescent appartiennent a six classes, les phloroglucinols, les
phénazines, la pyloutéorine, la pyrrolnitrine, les lipopeptides cycliques (tous diffusibles) et le
cyanure d'hydrogene volatile (Narayanasamy, 2013). Des ATB, tel que les PHZ qui ont un
effet contre Gaeumannomyces graminis, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum et
Verticillium longisporum. La production des DAPG contre Fusarium oxysporum,
Aphanomyces cochlioides, Xanthomonas oryzae, Rhizoctonia solani et sclerotium rolfsii. Ces
ATB affect I’activité métabolique des organismes pathogénes (Narayanasamy, 2013 ; Kumar
et al., 2015 ; Walia et al., 2021).

2.2. Les métabolites secondaires des Pseudomonas spp. fluorescents

Différents types des métabolites ont été distingués chez les Pseudomonas spp.
fluorescents d’ou ils occupent une place importante au niveau de la rhizosphere (figure 02), en
synthétisant une large gamme de métabolites secondaires (antibiotiques, sidéropohores,

phytohormones...).

12
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Figure 2: Représentation schématique des métabolites secondaires produits par les Pseudomonas

spp. fluorescents dans la rhizosphére impliquées dans la lutte biologique contre les phytopathogénes
(Mishra et Arora, 2017).
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«+ Sidérophores

Les sidérophores du grec « porteurs de fer » sont définis comme des agents chélatants
spécifiques des ions ferriques de poids moléculaire relativement bas, élaborés par des bactéries
et des champignons poussant sous un faible stress en fer (Neilands, 1995). lls ont la capacité
de séquestrer les ions ferriques et d'acquérir de maniere compétitive le fer des micro-
environnements limitant le fer, empéchant ainsi la croissance d'autres micro-organismes (Das
et al., 2007). Les Pseudomonas spp. produisent un mélange de Fe-pyoverdine qui joue un rdle
clé dans l'absorption du fer par Arabidopsis thaliana (Afzal et Asad, 2019). Une plante modele,
A. thaliana qui a accumulé un niveau accru de Fe synthétisé par Pseudomonas fluorescens
a partir du complexe Fe-pyoverdine, ce qui a considérablement amélioré la croissance des

plantes par rapport aux plantes témoins (Parray et al., 2016).
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% 2,4-Diacéthylphloroglucinol (DAPG)

Le DAPG est un antibiotique produit par plusieurs Pseudomonas sp., dont 2P24, CHAO,
Pf-5 et YGJ3, et il joue un rdle clé dans Il'inhibition de la croissance des micro-organismes
pathogénes entourant la rhizosphere végétale. 1l a été rapporter que le DAPG produit par P.
fluorescens a inhibé la croissance de la brulure bactérienne du riz Xanthomonas
oryzae pv. oryzae, une bactérie pathogéne dévastatrice. Lors de tests de laboratoire, et qu'il a
supprimé la maladie bactérienne de 59 % a 64 % lors de tests sur le terrain et en serres
(Velusamy et al., 2006). En tant que métabolite secondaire phénolique, le DAPG de certaines
bactéries a montré sa capacité a contrbler divers agents pathogénes des plantes. Par exemple :
P. fluorescens CHAO protege les plantes contre la pourriture noire des racines du tabac (Zhao
et al., 2020).

% Phénazines (PHZ)

Les PHZ sont des molécules hétérocycliques contenant de I'azote actif redox présentant
une activiteé antibiotique a large spectre contre de nombreux pathogénes vegétaux d’origine
fongiques, bactériens et oomycétes, y compris Gaeumannomyces graminis var. tritici,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Streptomyces scabies, Pythium spp et Phytophthora
infestans (Biessy et Filion, 2018). Une nouvelle souche de Pseudomonas fluorescens,
LBUMG636, isolée d'un champ a Bouctouche, Canada et produisant I'antibiotique PHZ, montre
une forte activité antagoniste contre le phytophthora infestans et un bon potentiel de biocontréle
contre le mildiou de la pomme de terre (Morrison et al., 2017). La production de PHZ joue
également un role dans plusieurs processus physiologiques, notamment la formation de biofilm

et la réduction du fer (Biessy et Filion, 2018).

% Pyolutéorine (PLT)

La PLT est un antibiotique produit par différents Pseudomonas, posséde également un
pouvoir fongitoxique efficace contre les oomycétes, notamment Pythium ultimun. Cette
molécule, isolée pour la premiére fois chez P. aeruginosa, est composée d’un anneau résocrinol
synthétisé par la voie de polycétide, relié a une partie pyrolle bichlorée (Allaire, 2005). LaPLT
est produite par plusieurs espéces de Pseudomonas mais son role dans la suppression d’agents
phytopathogenes a été étudié surtout chez les souches de P. fluorescens CHAO et Pf-5 (Vinay
et al., 2016).
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% Cyanure d’hydrogéne (HCN)

La production de HCN semble confinée aux Protéobactéries et elle a été mise en
évidence chez plusieurs souches de P. fluorescens. La production de HCN par les Pseudomonas
est impliquée dans la suppression d’agents pathogénes comme Thielavopsis basicola, Septoria
tritici et Puccinia recondita. Le composé agit directement sur les cellules de 1’agent pathogéne
en bloquant la cytochrome oxydase dans la chaine respiratoire (Meliani, 2012). Il a
été rapporté que le HCN est impliqué dans la chélation des métaux et augmente ainsi la
disponibilité du phosphate pour la plante (Rijavec et Lapanje, 2016).

0,

% Composes peptidique (CLP)

Les CLPs sont des biosurfactants produits par Pseudomonas spp., qui constituent une classe
diversifiée de composeés naturels bioactifs polyvalents (viscosin, viscosinamide, massetolide A,
putisolvins, orfamid A, ...) (Mdiller et Behrendt, 2021). Leur intérét est la lutte contre les
agents pathogenes multirésistants en milieu clinique et ils sont utilisés comme agents de lutte
biologique. Ils présentent aussi des activités antagonistes claires contre les bactéries Gram
positives, tel que les Staphylococcus aureus, y compris les souches sensibles et résistantes a la
méthicilline (Geudens et Martins, 2018).

Le mode d'action des CLP est attribué a leur capacité a pénétrer la membrane plasmique et
a modifier I'intégrité membranaire des microbes cibles, des cellules et/ou des tissus, entrainant
une fuite hyphale et une ramification étendu (Omoboye et al., 2019). Un exemple des
bananamides qui sont nommeés ainsi parce qu'ils ne sont produits que par P. fluorescens collecté
sur le rhizoplane du bananier dans les zones humides de Galagedara, au Sri Lanka. La souche
COW3 a efficacement supprime la pourriture des racines du taro causé par Pythium myriotylum
(Oni et al., 2019). Des études récentes ont montré la capacité de la souche COW3 a induire

une résistance systémique contre Pyricularia oryzae (Omoboye et al., 2019).

% Enzymes Lytiques
L’amélioration de la croissance par I’activité enzymatique est un autre mécanisme,
utilisé par les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Ces derniéres, peuvent
produire certaines enzymes : telles que les chinases, les déshydrogénases, les lipases et les
protéases, qui présentent une activité hyperparasitaire, attaquant les agents pathogenes (Ben
Oussaid, 2019). Une étude a rapporté gue la souche P. fluorescens PF-5 agit comme un bio-

agent en produisant des enzymes hydrolytiques pour inhiber  Fusarium
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oxysporum f. sp. cumini (Foc) agent causal de flétrissure du cumin, et favorise la croissance des

plantes du cumin (Rathore et al., 2020).

% Acide indole-3-acétique (AlA)

L’ATA est une phytohormone (auxine naturelle) importante ayant la capacité de
controler le développement des plantes de maniére a la fois bénéfique et délétere. L'AlA
bactérienne stimule la formation des poils racinaires tout en augmentant le nombre et la
longueur des racines latérales (Duca et al., 2014). Il a été démontré dans une étude in vitro
que la souche P. putida UB1 et son AIA purifié, ont un effet stimulateur sur les plants

de moutarde Brassica nigra (Bharucha et al., 2013).

2.3. Biofilms et quorum sensing (QS) chez les Pseudomonas spp. fluorescents

Les bactéries sont capables de réguler leur densité de population gréace a la libération et
a la detection des molécules de signal, c’est a dire ‘quorum sensing’ (Fuqua et al., 1994 ;
Bassler, 2002). La detection du QS implique la regulation des genes qui controlent la motilité,
la synthéese d'antibiotiques et la formation de biofilm (Scales et al., 2014). Les génes impliqués
dans la formation de biofilm et la détection de QS se trouvent dans le génome central
du complexe d'especes P. fluorescens (Loper et al., 2012). Le QS et les biofilms font partie
intégrante des nombreuses niches environnementales occupées par P. fluorescens et lui
permettent de coloniser des surfaces telles que I'équipement hospitalier et les surfaces en acier
inoxydable de qualité alimentaire (Daneshvar et Truelstrup, 2013), ainsi que les surfaces des
plantes (Feazel et al., 2009).

P. fluorescens forme facilement des biofilms avec des structures tridimensionnelles (3-
D) trés complexes (Figure 03) (Baum et al., 2009) et les souches qui forment des biofilms
associés aux plantes sont souvent d'importants agents de lutte biologique qui protégent les
plantes contre les champignons pathogenes (Bloemberg et Lugtenberg, 2001). Deux types de

systemes de QS ont été decrits pour P. fluorescens : les systemes AHL/ lux et hdtS.

Chez les bactéries a Gram négatif, les molécules AHL sont produites par des protéines
de type Luxl et interagissent avec des protéines de type LuxR pour former des complexes AHL-
LuxR doubles. Ce complexe AHL-LuxR lie ensuite les boites lux de génes régulés par le
quorum sensing afin d'activer/augmenter ou désactiver/diminuer leur expression (Whitehead
et al., 2001).
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Un systéme de type luxl-luxR chez P. fluorescens a été découvert pour la premiere fois
dans la souche NCIMB 10586 et a été appelé systéme mpul-mpuR en raison de sa régulation de

la voie de biosynthése de la mupirocine antimicrobienne (El-Sayed et al., 2001).

Un autre systéme de détection, le systéme hdtS, a été découvert plus tard dans la souche
F113 de P. fluorescens (Laue et al., 2000). Le géne hdtS code pour une nouvelle AHL synthase
qui produit des molécules de signalisation distinctes : une N -(3-hydroxy-7- cis -tétradécénoyl)
homosérine lactone (3-OH-C 14:1 -AHL), une N -décanoylhomosérine lactone (C 10 -AHL), et
un C e -AHL. Bien que les molécules de signalisation et la synthase aient été élucidées, les
génes régulés par le systéme hdtS sont encore inconnus, et aucun phénotype détectable dans

F113 n'a encore été lié aux molécules de signalisation (Laue et al., 2000).

Le deuxieme messager, di-GMP cyclique (c-di-GMP) qui est essentiel pour la régulation
des étapes impliquees dans la formation de biofilm, y compris la production de LapA, une
protéine adhésive nécessaire a la fixation de P. fluorescens aux surfaces (Navarro et al.,
2011). LapA est regulée negativement par la protéase peériplasmique LapG et positivement
régulée par la protéine de la membrane interne LapD (Newell et al., 2011a). LapG clive
généralement LapA de la surface bactérienne, mais lorsque LapD est lié par c-di-GMP, LapD
subit un changement de conformation qui lui permet de se lier a LapG, inhibant le clivage de
LapA. Les diguanylate cyclases catalysent l'activité de la c-di-GMP synthase, et dans P.
fluorescens PfO-1, il existe un total de 43 diguanylate cyclases potentielles codées dans le
génome, chacune potentiellement liée a un aspect différent de la formation de biofilm (Newell
et al., 2011b).
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: ’ S 1 ongprpn S ISR Pl v
Figure 3: Micrographies électroniques a balayage de biofilms de P. fluorescens EvS4-B1
(Baum et al., 2009).

P

A) Structures fibrillaires constituées de fibres torsadées (fleche). Barre = 1 um. (B) Feuilles plates de matériau (pointes de fleches),
avec certaines des feuilles enroulées autour d'autres structures (fleche). Barre = 20 pm. (C) Le noyau intérieur des structures
« enveloppées », composé de bactéries (B) intégrées dans une matrice extracellulaire de particules et d'une fine feuille de matériau
(fleche). Barre = 1 um. (D) La feuille externe (pointes de fleches), qui enveloppe un noyau interne constitué de fibres formant des
structures irrégulieres en forme de réseau (fleches). Barre = 10 um. (E) Réseau constitué de fibres disposées selon un motif
périodique, avec des bactéries (fleches) dispersées dans tout le réseau. Barre = 2 um. (F) Une feuille de matériau (S), constituée
de matériau extracellulaire et de cellules mortes, recouvrant et se fixant au réseau de fibres et comprenant des bactéries associées
(B) et des particules (P). Barre = 2 um
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Chapitre 11: Biopesticides et formulation des Pseudomonas

1. Les Pseudomonas en tant que biopesticides

Les pesticides microbiens ont été utilisés comme agent de lutte biologique pour
contréler un certain nombre de maladies microbiennes en appliquant sur les graines et les
racines. lls offrent les avantages d'une plus grande sélectivité et d'une toxicité moindre ou nulle

par rapport aux pesticides chimiques conventionnels (Mishra et al., 2014).

Pseudomonas fluorescens est le principal agent biologique vital appliqué contre diverses
maladies des plantes et posséde également des propriétés de biocontrdle et peut donc étre utilisé

pour lutter contre les insectes nuisibles (Wahengbam et al., 2020).

A I’échelle mondiale, les biopesticides bactériens revendiquent environ 60% du marché
mondial des biopesticides (Figure 04). lls ne représentent que 5% du marché total de la
protection des cultures dans le monde avec une valeur de 3 milliards de dollars. En raison des
processus d'enregistrement tres longs et compliqués dans I'Union européenne, un trés petit
nombre de biopesticides ont été enregistrés par rapport au Brésil, aux Etats-Unis, en Chine et
en Inde (Thakur et al., 2020).
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8
R
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w
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Bacterial Fungal Viral Others
Types de biopesticides

Figure 4: Types de biopesticides utilisés dans le monde (Kabaluk, 2010).
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Pour I’Inde, 20% des biopesticides bactériens sont d’origine Pseudomonas fluorescens

(Figure 05) (Keswani et al., 2019).

m Ampelomyces quisqualis wm Trichoderma viride

w Trichoderma harzianum m Beauveria bassiana

m Metarhizium anisopliae w Verticilium lecanii

m Paecilomyces Lilacinus m NPV of Helicoverpa armigera

w NPV of Spodoptera litura m Pseudomonas flourescens

wm Bacillus thuringiensis W Bacillus thuringiensis var kurustaki
Bacillus thuringeinsis var israelensis "B Thuringiensis var. gallerine
Bacillus sphaericus Bacillus subtilis

0%
2% Qo512 0%

J—

Figure 5: Distribution industrielle des biopesticides microbiens. Répartition sectorielle basée sur les

données de la Direction de la protection des végétaux, de la quarantaine et du stockage, Département

de l'agriculture, de la coopération et du bien-étre de I’agriculture, gouvernement indien (Keswani et
al., 2019).

2. Commercialisation des biopesticides a base de Pseudomonas spp fluorescents

Production de pesticides microbiens tels que les Pseudomonas spp. fluoresents suit une
procédure dont les micro-organismes antagonistes sont collectés a partir de sources telles que
I'étable, les champs de foin, la rhizosphére, le compost et le fumier. Ils sont isolés en cultures
pures en laboratoire et maintenus dans des géloses inclinées. Des essais d'efficacité in vitro sont
menés selon des méthodes telles que la double culture, la diffusion sur disques d'agar et la
diffusion dans des puits d'agar. Les micro-organismes actifs sont multipliés sur un substrat
approprié en laboratoire et mélangés avec des supports, des activateurs et des stabilisants pour
une application sur le terrain (Lengai et Muthomi, 2018). Des essais d'efficacité répétés en
laboratoires et sur le terrain sont menés jusqu’au début du processus d’enregistrement (Figure
06).
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Figure 6: Les étapes de production et d'évaluation de différents types de biopesticides (Lengai et Muthomi,
2018).

r

3. Limites des biopesticides

Biopesticides offrent bien qu'une approche prometteuse dans la gestion intégrée des
ravageurs pour une agriculture durable, mais leur adoption n'est toujours pas a la hauteur en
raison de diverses contraintes. Tels que : La vente généralisée de produits de qualité inférieure
(faible nombre d'UFC) faux biopesticides (pas de produits a numération d'UFC) et mal étiquetes
(contenant des pesticides bioproduits-pseudo-biopesticides) (Keswani et al., 2019). Certaines
contraintes importantes associées aux biopesticides a base de Pseudomonas spp. fluorescents

sont les suivantes (Lengai et Muthomi, 2018 ; Sharma et Gaur, 2021) :

- La mauvaise qualité et la durée de conservation des souches (risque de contamination).
- Le cout de production et d’enregistrement (imposition de la taxe) est tres éleve.
- La Concurrence avec les pesticides chimiques.

- La sensibilisation aux biopesticides est insuffisante.
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Pour produire industriellement des biopesticides et les conserver a longue terme, des
techniques de conservation tel que la lyophilisation, peut étre une solution convenable pour

résoudre le probleme de la commercialisation (Sharma et Gaur, 2021).

Les formulations a durée de conservation prolongée comprennent les granulés, les
pastilles et les biopesticides a base de poudre seche (figure 07). Les granulés qui sont adaptés
pour les Pseudomonas spp. fluorescents peuvent protéger I'agent actif de la dessiccation et
également fournir une nourriture de base pour I'agent. La formulation en poudre est facile a
appliquer en la suspendant dans I'eau avec une large zone d'application (Amin, 2013 ;
Sharma et Gaur, 2021).

11N

Figure 7: Formulation des Pseudomonas fluorescens (a : format liquide ; b : format
poudre et c : capsules en gélatine) (source : indiamart : https://www.indiamart.com/)
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4. Les techniques de conservation des Pseudomonas

Les souches Pseudomonas spp. fluorescents nécessitent un conditionnement stable
durant une longue période en vue de leur commercialisation. C’est pour cela qu’il est nécessaire
de stabiliser les populations microbiennes par le séchage qui semble étre une méthode de
conservation tres efficace (Mputu Kanyinda et al., 2014). La figure 8 represente les étapes de

traitement lors de la conservation cellulaire des micro-organismes (Alonso, 2016).

Culture of microorganisms

Sub-lethal stresses

Pre-adaption to stress Harvesting at stationary

growth phase

Centrifugation

V

Mix with protective carriers/additives

\1’ Freeze-drying
Stabilization
i Drying Spray drying

Preservation of microorganisms Fluid bed drying

‘1’ Freezing
Storage

l

Reactivation

|

Rehydration

Figure 8: Principales étapes de traitement lors de la conservation
cellulaire des micro-organismes (Alonso, 2016).

Les principales techniques de séchage sont les suivants (Alonso, 2016 ; Jain et al., 2020) :

% Cryoconservation : est la conservation des cultures dans I’azote liquide a ultra-basse
température (-196 °C). Le stockage a cette température suspend le métabolisme des
cellules qui est donc considéré comme le meilleur en termes de viabilité et de stabilité

génétique.

K/

% Atomisation : implique [I'évaporation de l'eau par pulvérisation d'une solution
homogéne dans une chambre de séchage. L'application de températures élevées est

nécessaire pour faciliter I'évaporation de I'eau tout au long du processus.

24



Chapitre 11: Biopesticides et formulation des Pseudomonas

X/
°e

des particules humides a I'aide d'air chaud.

X/
°e

Fluidisation : le séchage a lit fluidisé implique I'évaporation de I'eau de la poudre ou

Lyophilisation : est basée sur le principe de la sublimation, cette derniere se produit

lorsqu'un liquide congelé passe directement a I'état gazeux sans entrer dans une phase

liquide.

La cryoconservation est la technique la plus privilégiée pour sauvegarder les cultures

microbiennes dans les centres de ressources biologiques (Peiren et al., 2015). Cependant,

d’autres techniques (Tableau 04) comme la lyophilisation qui est une méthode moins

dommageable mais codteuse, tandis que le séchage par atomisation est le plus dommageable en

raison de la grande perte d'eau et les contraintes thermiques, ce qui crée une condition stressante

pour les cellules, mais reste une méthode rentable (Alonso, 2016).

Tableau 4: Comparaison des principaux avantages et inconvénients des techniques utilisées pour la

conservation cellulaire (Alonso, 2016).

Technique

Avantage

inconvénient

Cryoconservation

Protocole a faible cout
Taux de réussite élevé

Haute densité cellulaire

Consommation d'énergie élevée
En fonction de la tempeérature
de stockage

Cryoprotecteurs requis

Atomisation Fonctionnement évolutif Dépendant de la souche
Production continue Contraintes thermiques
Rentable Dépendant de la réhydratation

Fluidisation Moins de contraintes thermiques Applicabilit¢ de contrainte

Chauffage rapide

Fonctionnement évolutif

limitée

Dépendant de la réhydratation

Lyophilisation

Manipulation facile
Transport facile

Stockage longue durée

Codts d'exploitation élevés
Procédure complexe

Cryoprotecteurs requis

De nos jours les microorganismes sont utiliser dans une large gamme d’application en

agriculture pour cela une conservation approprier est nécessaire pour garder leur viabilité et

leur effet bénéfique, les Pseudomonas spp. fluorescents étant données des microorganismes

25



Chapitre 11: Biopesticides et formulation des Pseudomonas

utiliser dans la lutte biologique la méthode de conservation la plus fiable et satisfaisante est la

Iyophilisation (Mputu Kanyinda et al., 2014).

5. La lyophilisation des Pseudomonas spp. fluorescents
La lyophilisation a été effectuée pour la premiere fois en 1890. A I’échelle industrielle,
la lyophilisation a commencé avec la production de plasma sanguin et de penicillium conservés
(Stephan et al., 2016). Aujourd’hui, elle est une méthode établie pour préserver et stocker les
micro-organismes a long terme sans qu’ils perdent leur potentiels métaboliques (Jain et al.,
2020). La dessiccation des Pseudomonas spp. fluorescents commence par I’étape de
congélation suivie d’une sublimation et en derniere une désorption de I’eau contenue dans le

produit (Stephan et al., 2016).

Dans un premier temps, une culture cellulaire est congelée, provoquant le passage des
molécules d'eau extra- et intracellulaires a leur état solide. L'eau extracellulaire géle en premier.
L'eau intracellulaire géle en dessous de -5 °C ou s'écoule a I'extérieur de la cellule en raison des
changements d'osmolarité et de pression de vapeur et géle a l'extérieur (El-kest et Marth,
1992). L'étape de congélation est de préférence effectuée rapidement de telle sorte que la
quantité de gros cristaux de glace qui perforent potentiellement la membrane cellulaire soit
limitée (Morgan et al., 2006) et que la morphologie cellulaire soit maintenue (El-kest et
Marth, 1992).

Dans la phase de séchage primaire, la culture congelée est exposée a une pression
extrémement basse, ce qui provoque la sublimation de la glace et son retrait de I'échantillon.
Cela se produit a basse température pour empécher I'effondrement de la glace par fonte
(Morgan et al., 2006).

La phase de séchage secondaire est effectuée pour éliminer I'eau liée et se produit a des
températures plus élevées (Trelea et al., 2016). Parce que I'échantillon est congelé, le stress de
dessiccation pendant le processus de séchage est tres limité. Cependant, lorsqu'elles sont
stockées, les macromolécules peuvent subir des dommages mortels probablement a cause des
réactions de Maillard et du stress oxydatif cause par le contact direct avec l'air (Achour et al.,
2001 ; Carvalho et al., 2008 ; Stephan et al., 2016).

Lorsque les cultures séchées sont réhydratées, les molécules d'eau retournent dans la
cellule, ce qui permet aux molécules de retrouver leur mobilité et I'activité cellulaire peut étre
initiée (Greffe et Michiels, 2020).
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6. Impact du séchage sur la viabilité des bactéries

Selon Berninger et al. (2017) le séchage des bacteéries est généralement le processus le
plus crucial pour déterminer la viabilité. Cependant, les techniques de séchage peuvent entrainer
des dommages a la membrane cellulaire, en raison de la constitution de la paroi cellulaires des
bactéries Gram™ qui est fine et élastique, et qu’elle est couverte d’'une membrane externe
contenant les lipides liés de maniére covalente a des polysaccharides, tandis que celle des
bactéries Gram™ est épaisse et rigide (Coulibaly et al., 2008 ; Volodymyr, 2011). Les bactéries
Gram’ ont une couche de peptidoglycane d’environ 5 a 10 nm d'épaisseur entre les membranes
plasmiques intérieure et extérieure, tandis que I'épaisseur de cette couche est d'environ 20 a
80 nm chez les bactéries Gram® (Figure 09) (Beveridge, 1999 ; Tripathi et al., 2012). Les
parois cellulaires des bactéries Gram-, avec une couche plus mince de peptidoglycane que celle
des bactéries Gram®*, ont tendance a se rompre plus facilement pendant les processus de
dessiccation et de réhydratation (Pembrey et al., 1999). L’absence d’acide teichoique chez les
bactéries Gram™ réduit encore leur résistance au séchage par rapport aux bactéries Gram®. Enfin,
la plupart des bactéries Gram ont des lipopolysaccharides sur leur surface, ces
lipopolysaccharides peuvent piéger des molécules d'eau, entrainant une baisse des taux de
survie au cours du stockage a long terme (Miyamoto-Shinohara et al., 2008 ; Mputu
Kanyinda et al., 2014).

a. Paroi de la bactérie Gram* b. Paroi de la bactérie Gram
Lipopolysaccharides p aines T Chaine latérale spécifique
R de Braun |
Acide teichoique v
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externe
| e : , . & i W gAY LA |Périplasme et
: " 'y ’ : 3 P peptidoglycane
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Figure 9: Différences entre les parois des bactéries Gram- et Gram+ (Tripathi et al., 2012).
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Des dommages comme une peroxydation lipidique, une dénaturation des protéines et de
I’ ADN conduisant a une perte de viabilité (Figure 10) (Zhao et al., 2005). Les bactéries séchées
sont exposées aux différentes réactions d’oxydation au cours de leur conservation. Les
composants cellulaires les plus exposés pendant le séchage et la conservation de P. fluorescens
sont : la membrane plasmique, les acides gras polyinsaturés, les protéines et le glutathion
(Mputu Kanyinda et al., 2012a ; Mputu Kanyinda et al., 2012b).
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Figure 10: Exemples de dommages cellulaires causés par la dessiccation
(Craig et al., 2021)

% Modification de la structure membranaire

La structure membranaire est la premicre cible de la détérioration de 1’état physiologique
des cellules lors d’une situation de stress (Béal et al., 2008), ce qui conduit a une rupture de la
paroi cellulaire. Le dommage subi par la membrane cytoplasmique est principalement dd a la
déshydratation, ce qui a comme conséquence la sortie en solution des composants

intracellulaires (cations, nucléotides, enzymes, protéines, etc.) des cellules lyophilisées au cours
de leur réhydratation (Lievense et al., 1994).

Les températures élevées modifient les propriétés des molécules hydrophobes (acides gras)
de la membrane et les interactions solvant-protéines au cours du séchage. Cela se traduit, entre
autres, par une diminution de la stabilité des interactions hydrophobes entre deux molécules
apolaires (acides aminés) au sein des membranes, par une modification de la configuration des
protéines membranaires pouvant entrainer leur dénaturation et par la modification de la

composition lipidique de la membrane au cours du stockage (Coulibaly et al., 2011). Cette
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situation de stress pousse les cellules a utiliser leurs propriétés d’auto-défense contre ces
phénoménes d’oxydation (productions du glutathion et de la superoxyde dismutate, etc.) (Leslie

et al., 1995 ; Lugman et al., 2006).

Le glutathion est un tripeptide utilisé comme marqueur du niveau de stress
environnemental. Il protége les cellules contre les sous-produits générés par le métabolisme
oxydatif en maintenant I’intégrité cellulaire et participe aux principaux processus cellulaires
tels que la synthese des protéines, la régulation de 1’activité enzymatique, la synthese de I’ADN,
tandis que la superoxyde dismutase détruit les radicaux toxiques aux systemes biologiques
(Leslie et al., 1995 ; Lugman et al., 2006). Chez P. fluorescens, la lyophilisation affecte plus
I’intégrité membranaire que la conservation. Cette rupture membranaire se traduit par une perte
de viabilité au cours du stockage (Mputu Kanyinda et al., 2012a ; Mputu Kanyinda et al.,
2012b).

s Dommage de ’ADN

Bien que les dégats subis par la membrane cellulaire pendant la lyophilisation jouent un
réle essentiel dans la perte de viabilité, les dommages des composants cellulaires (ADN et
ARN) affectent considérablement la viabilité des cellules lyophilisées. L’ ADN est trés sensible
au séchage, comme démontré chez E. coli (Santivarangkna et al., 2007). Les modifications
observées apres 1’oxydation de I’ADN sont trés nombreuses, dont, les pyrimidines peuvent étre
dégradees en anneaux d'hydantoine, qui ne peuvent plus étre répliqués par les ADN
polymérases (Potts et al., 2005). Car les mécanismes de protection et de réparation de 'ADN
sont ralentis, les dommages a I'ADN s'accumulent, provoquant la mort cellulaire (Lebre et al.,
2017).

% Dommages des proteines

L'activité des protéines dépend fortement de leur structure native qui dépend partiellement
de I’eau. Ces proteines forment avec 1’eau des liaisons qui sont rompues lors de la
Iyophilisation, conduisant ainsi a leur dénaturation (Mputu Kanyinda et al., 2014). Les
protéines endommagées qui perdent leur état natif peuvent perdre leur fonctionnalité,
provoguant un stress métabolique (Greffe et Michiels, 2020). L'exposition de régions
hydrophobes sujettes a I'agrégation qui se produisent normalement dans le noyau de la protéine
peut également provoquer une agrégation de la protéine. 1l a également été démontré que les
agrégats de protéines induisent la formation de ROS, favorisent I'encombrement moléculaire,
induisent la peroxydation des lipides, provoquent des fuites et réarrangent la membrane

cellulaire (Bednarska et al., 2013). De plus, le stress oxydatif conduit a l'oxydation des
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protéines et il est proposé comme étant le principal déterminant de la sensibilité & la dessiccation
chez les bactéries (Fredrickson et al., 2008 ; Garcia, 2011). La plupart des groupes carbonyle
irréversibles sont produits sur les chaines latérales des protéines et conduisent a un mauvais

repliement et potentiellement a une agrégation (Tyedmers et al., 2010).

7. Lacryoprotection

L’addition d’agents cryoprotecteurs (CPA) sont essentiels pour réduire les dommages
cellulaires causés par le processus de lyophilisation (Morgan et al., 2006 ; Kawahara, 2008 ;
Alonso, 2016). Les cryoportecteurs, également connus sous le nom de lyoprotecteurs dans les
procédés de lyophilisation, sont des additifs mélangés aux suspensions microbiennes avant la
congélation pour minimiser I'influence délétere de la formation de cristaux de glace et pour
abaisser le point de congeélation pendant les procédés de congélation (Alonso, 2016). Ces
composes protecteurs doivent étre peu volatils, solubles dans 1’eau et n’avoir aucun caractére
toxique au niveau cellulaire (Mputu Kanyinda et al., 2014). lls ont des origines diverses :
polyols, sucre, protéines laitieres, acides amingés, antioxydants ou macromolecules (Béal et al.,
2008).

Le glycerol agit comme un permeant membranaire et facilite le processus de vitrification
en remplacant I’eau dans les cellules et en créant des liaisons hydrogéne avec les molécules
d’cau pour exercer un effet protecteur (Martin-Dejardin et al., 2013). La plupart des
protocoles de conservation des cellules par lyophilisation incluent le lait écrémé comme milieu
de séchage car il stabilise les constituants de la membrane cellulaire en créant un revétement
protecteur sur les cellules (Carvalho et al., 2004). Entre autres, le disaccharide non réducteur
tréhalose est 1’un des protecteurs de lyophilisation le plus étudié (Berninger et al., 2017). Il a
été démontré que le tréhalose protege les souches de Pseudomonas contre les solvants
organiques toxiques, la dessiccation, le stress salin et dautres facteurs de stress
environnementaux (Mikkat et al., 2000 ; Park et al., 2007 ; Freeman et al., 2010 ; Craig et
al., 2021). Différentes souches de Pseudomonas étaient mieux stabilisées en ajoutant 20 g par
litre de tréhalose ou fructose (Schisler et al., 2016) ou de lactose (Cabrefiga et al., 2011), car
il maintient la fluidité de la membrane et forme des liaisons d’hydrogéne avec les protéines en
I’absence d’eau, empéchant ainsi la dénaturation des protéines lors du séchage (Berninger et
al., 2017). Le tableau 05 démontre les différentes classes des composés protecteurs (Mputu
Kanyinda et al., 2014).
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Tableau 5: Quelques caractéristiques et substances utilisées comme cryoprotecteurs intracellulaires
(CPI1) et extracellulaires (CPE) ( Coulibaly et al., 2011 ; Mputu Kanyinda et al., 2014).

Caractéristiques Intracellulaires (CPI) Extracellulaires (CPE)
Poids moléculaires (g.mol-1) <400 > 10000
Activité a une concentration  la mole (M) la millimode (mM)
de Pordre de
Exemples de molécules glycérol, dyméthylsulfoxyde, Lactose, saccharose, tréhalose,
utilisées méthanol, éthanol, polyvinyl pyrrolidone, amidon,

polyéthyléne oxyde (PEO-400) dextrane, maltodextrine
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Chapitre 111 : Optimisation du procédé de lyophilisation

1 L’optimisation du procédé de lyophilisation

La lyophilisation est la technique de séchage préférée pour la conservation des micro-
organismes (Morgan et al., 2006). Elle est adapté pour obtenir une formulation de poudre
stable. C’est la technique la plus courante pour le séchage et le stockage des bactéries et
particulierement pour P. fluorescens (Mputu Kanyinda et al., 2014 ; Stephan et al., 2016).
Cependant, la lyophilisation non optimisée entraine des effets secondaires indésirables, tels que
des modifications de 1’état physique des lipides membranaires et des proteines altérées,
entrainant la perte de la viabilité cellulaire au cours du processus ainsi que lors du stockage
ultérieur (Mputu Kanyinda et Thonart, 2013).

Pour obtenir une conservation optimale, compatible avec la préservation d’une viabilité
maximale, la procédure d'optimisation s'est avéree étre un outil important pour améliorer les
performances du processus de la lyophilisation. En modifiant les parametres et les conditions
opératoires a savoir la fermentation, les taux de congélation, les températures de séchage et les
agents cryoprotecteurs (CPA) (Mputu Kanyinda et al., 2014 ; Bisutti et al., 2015 ; Stephan
et al., 2016 ; Bisutti et Stephan, 2019).

En réalisant une étude comparative des études antérieures, les paramétres majeurs les

plus étudiés pour optimiser le procédé de lyophilisation, sont les suivants :

1.1 Influence des cryoprotecteurs (CPA) Sur la viabilité
Le choix des cryoprotecteurs (CPA) est tres important pour la viabilité des cellules

Iyophilisées et ils peuvent avoir une influence sur la capacité de stockage.

Mputu Kanyinda et Thonart, (2013) lors d’une étude realisée sur 1’optimisation en
utilisants des cryoprotecteurs (1% glycérol et 10% maltodextrine) pendant la lyophilisation des
souche Pseudomonas fluorescens BTP1 ont obtenue, un taux de survie 26 %, comparativement
aux poudres sans CPA, le taux de survie était de 2% dans le deuxieme bioreacteur, alors que la
viabilité était de 18.90% et de 1.00 % obtenue respectivement avec et sans CPA dans le premier

bioreacteur (Tableau 6).

Par ailleurs, une étude récente de Ben Oussaid (2019) sur la conservation des souches de
Pseudomonas spp. fluorescent en utilisant des cryoprotecteurs (1% de glycérol et 5% de
maltodextrine) (Tableau 7) a montré que les taux de viabilité variaient entre 1.10% a 6.51% en
présence de CPA. Cependant ces memes souches présentent des taux de viabilité plus faibles,
variant entre 00.39% a 01.09% en I’absence des CPA.
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Tableau 6: Pourcentage de survie de différent combinaisons de composés protecteurs apres
lyophilisation (Mputu Kanyinda et Thonart, 2013).

Bioréacteur 1 Bioréacteur 2
Rendement 75% Rendement 88%o
Echantillon Survie Echantillon Survie

P1 (avec CPA) 18.90% S1 (avec CPA) 26%

P2 (avec CPA) 8.50%  S2 (sans CPA) 2%

P3 (sans CPA) 1.00% - -

Tableau 7: Effet de la cryoprotection sur la viabilité apres lyophilisation (Ben Oussaid, 2019).

Souches la viabilité aprés lyophilisation (cfu/g)

Avec CPA Sans CPA
BB9 01.10% 00.39%
BB10 06.51% 01.09%
F21 01.31% 00.73%

D’autre part et comparé a une autre étude, la viabilité apres la congélation des deux
souches P. fluorescens Pf153 et P. chlororaphis PCL1391 éta significativement réduite avec
des taux de survie inférieurs a 5% lorsque les cellules étaient congelées sans CPA. Mais lorsque
le lait écrémé était ajouté, les taux de survie étaient augmentés a au moins 80% (Tableau 08).
Cependant, en utilisant la souche Pf153, un total de 20 CPA différents ont été comparés. La
viabilité de la souche Pf153 lors de I’ajout du saccharose était 2.9 fois supérieure par rapport
aux cellules auxquelles du lait écrémé était ajouté (Tableau 09) (Stephan et al., 2016). Des
résultats comparable d’un effet protecteur du lactose ont été trouvés par Cabrefiga et al.,

(2014).
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Tableau 8: Influence d’apparition d’un agent cryoprotecteur (CPA) sur la viabilité des souches Pf153
et PCL1391 (Stephan et al., 2016).

Souche  Taux de congélation CPA Viabilité (NPP ml 1 +SD)  Survie
(°C min~1) (%)
Pf153 Avant congélation 3,62 (+1,24) x 108
1,3-1,9 4,45 (£7,70) x 10° 1
Avant congélation Lait écrémé 1,35 (+0,38) x 108
1,3-1,9 Lait écrémé 1,79 (¥1,59) x 108 133
PCL1391 Avant congélation 1,31 (+1,26) x 10°
1,3-1,9 5,92 (+8,09) x 107 5
Avant congélation Lait écrémé 7,75 (+2,06) x 108
1,3-1,9 Lait écrémé 6,21 (+4,14) x 108 80

NPP : Nombre le plus probable

Tableau 9: Comparaison de différents agents protecteurs sur la viabilité de P. fluorescens Pf153 aprés
lyophilisation (Stephan et al., 2016).

Agent cryoprotecteur Viabilité (NPP ml ~t +SD) aprés IF
lyophilisation

Saccharose 1,02 (+0,44) x 10° 439,7
Lactose 9,11 (+7,70) x 108 392,7
Acide ligninosulfonique 8,63 (+5,84) x 108 372.0
d (+)-Glucose-monohydrate 7,05 (+3,50) x 108 303,9
Lait écrémé 1% de matiére grasse 3,31 (+0,89) x 108 1427
Amidon soluble 1,74 (+0,39) x 108 75,0
Na-sel de carboxyméthylcellulose 1,61 (+0,55) x 108 69,4
Bouillon nutritif 1,27 (+0,35) x 108 54,7
Blanc d'oeuf — Albumen 2,40 (¥1,89) x 107 10.3
Jaune d'ceuf 2,39 (+1,36) x 107 10.3
Lécithine 3,05 (+4,86) x 10’ 13.1
Jaune d'ceuf 2,82 (¥3,43) x 107 12.2
SPAN™ 8(/gomme xanthane 2,37 (¥2,91) x 107 10.2
Na-alginate 1,18 (+0,65) x 10’ 5.1
SPAN™ 6(0/gomme xanthane 1,10 (0,71) x 10 4.7
Blanc d'oeuf — Albumen 9,74 (+11,9) x 10° 4.2
gomme xanthane 4,27 (£5,31) x 10° 1,8
Na-glutamate 4,19 (+4,03) x 10° 1,8
Controéle (sans CPA) 2,32 (¥1,12) x 10° 1,0
Glycérol 2,66 (¥2,01) x 104 0,011
Bentonite 1,84 (+2,64) x 10* 0,008
Charbon actif 1,29 (+0,30) x 102 0,000
Lignine alcaline 5,60 (+4,70) x 101 0,000

IF : Incrementing factor
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Par conséquence, 'utilisation de composées protecteurs, ajoutés avant la lyophilisation, a
permis de maintenir une viabilité considérable, en comparaison avec les memes souches sans
CPA. Les résultats confirment aussi que le lait écrémé et les sucres sont des CPA adaptés aux

Pseudomonas (Stephan et al., 2016), car :

- Le lait écrémé stabilise les constituants de la membrane cellulaire en créant un
revétement protecteur sur les cellules (Carvalho et al., 2004) ;

- Les sucres ont la capacité a remplacer I’eau pendant la déshydratation tout en
maintenant les structures biologiques en état hydratés (Hubalek, 2003 ; Carvalho et
al., 2004). Ils sont capables aussi de former des structures vitreuses qui ralentissent les
interactions moléculaires dans le cytoplasme (Hubalek, 2003) et ils offrent également
une bonne protection aux cellules microbiennes en remplagant I’eau dans la membrane
apres déshydratation et en empechant I’agrégation des protéines par liaisons hydrogene

avec les groupes polaires (Champagne et al., 1991 ; Alonso, 2016).

1.2 L’influence des cryoprotecteurs sur la capacité du stockage

Les CPA peuvent influencer la stabilité des préparations microbiennes séchées lors du
stockage. Selon Stephan (2016), des CPA (lait écremé, saccharose, glucose, acide
lignosulfonique et lactose) ont été comparés pour quatre souches différentes en raison de leur
bonne capacité cryoprotectrice (Figure 11). La survie de toutes les souches a été améliorée en
présence des CPA comparent a la lyophilisation sans CPA. Le lactose suivi du lait écrémé
étaient pour toutes les souches les meilleurs CPA. Le saccharose a protégé les cellules
microbiennes pendant 4 jours, mais la viabilité a considérablement diminué pendant le

stockage. Apres 7 jours, le saccharose a donné des résultats comparables a ceux du lait écréme.

Cependant, dans 1’étude de Ben Oussaid (2019), la viabilité des souches de
Pseudomonas a légerement diminué apres stockage. Le taux de survie apres 5 ans de stockage
varie entre 2.84% a 20.05% avec CPA, Cependant, les souches lyophilisées sans CPA leur taux
de survie varie entre 4.27% a 22.09% (Tableau 10). Il n’y avait pas d’effets remarquable des
CPA lors de la lyophilisation. Cependant, les CPA peuvent influencer, relativement, la stabilité

des préparations microbiennes séchées lors du stockage.

Par Ailleurs, Les cultures lyophilisées avec et sans CPA de Mputu Kanyinda et
Thonart (2013), ont été stocké pendant 90 jours a 4°C, la viabilité été nettement significative,

dont le taux de survie de S1 avec CPA été meilleur que S2 sans CPA (Figure 12).
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Figure 11: Viabilité des cellules lyophilisées des souches Pf153, CHAOQ, PCL1391 et 1112 formulées
en lait écrémé, saccharose, glucose, acide lignosulfonique, lactose et sans aucun CPA a 40°C pendant
sept jours maximum (Stephan et al.,2016).

Tableau 10: Viabilité (%) des souches de Pseudomonas apres stockage a 4°C (Ben Oussaid, 2019).

Souche Apres 3 ans de stockage Apreés 5 ans de stockage

Avec CPA Sans CPA Avec CPA Sans CPA

BB9 22.50% 05.15% 20.5% 4.47%
BB10 24.47% 13.28% 2.84% 12.3%
F21 12.27% 25.21% 12% 22.09%
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: Perte de survie des lyophilisés P. fluorescens BTP1 pendant stockage a 4°C sous vide

avec et sans CPA (Mputu kanyinda et Thonart, 2013).

1.3  Effet de la température sur la viabilité

La température a montré une influence significative sur la viabilité des cellules, que ce soit

lors de croissance, de séchage ou de stockage.

% Latempérature de croissance pendant la fermentation

La souche P. fluorescens Pf153 cultivé a différentes températures a montré des différences

dans les taux de survie aprés lyophilisation. La viabilité des cellules cultivées a 25 ou 30°C

n'était pas réduite apres lyophilisation mais lorsqu'elles étaient cultivées a 20 ou 37°C, le

nombre de cellules viables était significativement plus faible (Tableau 11) (Bisutti et al., 2015).

Par ailleurs, une autre étude en utilisant la meme souche Pf153, lorsque les cellules ont été

cultivées dans le fermenteur, le rendement cellulaire était le plus élevé pour les cellules

fermentées pendant 28 h a 20°C suivies de celles fermentées pendant 16 h a 28°C. La

lyophilisation des cellules a provoqué une réduction du nombre de cellules viables (tableau 12)

(Bisutti et Stephan, 2019).
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Tableau 11: Viabilité (NPP ml-1) avant et apres lyophilisation de P. fluorescens Pf153 cultivé a des
températures de croissance différentes (Bisutti et al., 2015).

T° decroissance Cellules fraiches Cellules lyophilisées Taux de survie (%)
20 19,5 + 8,9 x108 7.8+1.1x108 49 + 27

25 7.8 +2.0 %108 7,7+2,8x108 106 £ 58

30 6,4 + 3,9 x108 54 +1,2x108 115+ 75

37 8,1 +5,2x108 2,3+0,6 x10°8 34+ 14

Tableau 12: Nombre de cellules viables directement aprés la récolte et avant et aprés le processus de
lyophilisation de Pf153 fermenté a différentes températures pendant différents temps (Bisutti et
Stephan, 2019).

Paramétres de fermentation Rendement Avant lyophilisation ~ Apres lyophilisation
28°C/8h 4.11 (+1,51) x10° 9,62 (+4,68) x 10 8 5,22 (+2,38) x 10 8
20°C/16h 5,03 (£0,62) x 10 ° 2,34 (+1,40) x 10 ° 1,05 (+0,70) x 10 °°
28°C/16h 8-33 (+2-16) x 10° 1,57 (x0,79) x 10 ° 4-29 (+1.80) x 10 8
20°C/28h 1-37(x0-76)x 101© 1.13 (x0,34) x 10° 5,64 (+4,84) x 108

% Latempérature de séchage
Selon Gehrke (1991), les cellules survivent a la sublimation ou a la phase de séchage sans

dommage cellulaire. Tant que I’eau liée est sublimée, les cellules ne sont pas endommagées.

Les résultats de Stephan et (2016) démontrent que pendant la sublimation, la viabilité a été
influencée par la température de séchage. Les différentes températures de séchage ont été
obtenues par la variation de la température du plateau (5, 20 et 30°C) dans le lyophilisateur. La
viabilité des cellules lyophilisées était significativement réduite. Le taux de survie variait entre
3% et 27%. La température de séchage été optimum a des températures ambiantes (20°C et
30°C) pour les souches P. fluorescens Pf153 et P. chlororaphis PCL1391 (Tableau 13). Ce qui

a abouti a une viabilité plus élevée aprés lyophilisation.
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Tableau 13: Influence des températures de séchage sur la viabilité des souches Pf153 et PCL1391
(Stephan et al., 2016).

Souche Taux de congélation  T° de Viabilité¢ (NPP ml ™t +SD)  Taux de
(°C min~1) séchage (°C) survie
(%0)
Pf153 Avant séchage 1,35 (+0,38) x 108
1,3-1,9 5 1,25 (+0,42) x 107 9
1,3-1,9 20 6,45 (£6,53) x 107 48
1,3-1,9 30 6,04 (2,99) x 107 45
PCL1391 Avant séchage 7,75 (¥2,06) x 108
1,3-1,9 5 2,63 (+1,06) x 107 3
1,319 20 8,01 (£5,65) x 107 10
1,3-1,9 30 2,10 (+1,98) x 108 27

7

+« Latempérature de stockage

Pour les tests de conservation, le stockage été effectue a 8°C et pendant 200 jrs, la viabilite
a diminuer de 24% a 2% (Figure 13) (Palmfeldt et al., 2003). Cependant, I’étude de Ben
Oussaid (2019) et celle de Mputu Kanyinda et Thonart (2013) ont montré que lorsque les

lyophilisats été stockés a 4°C, les taux de survie eté meilleurs a 4°C (Figure 12). Cependant,

certains Pseudomonas n’ont pas survécu au stockage, d'autres ont vécu 3 a 5 ans (Tableau 10)

(Ben Oussaid, 2019). Ces différents comportements de survie sont attribués a la température

de stockage. Les Pseudomonas survivent mieux lorsqu'ils sont stockes a des tempeératures

inférieures a 8°C sous forme de cellules lyophilisées (Miyamoto-Shinohara et al., 2006). Ce

meilleur stockage a température de réfrigération standard a également été rapporté pour d'autres

bactéries Gram-négatives comme X. campestris (Jackson et al., 1998).
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Figure 13: Effet de la lyophilisation et de la température du stockage (8°C)
sur la survie de P. chlororaphis (Palmfeldt et al., 2003).
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Un autre parameétre important affectant la stabilité du produit est la valeur de I’activité
de I’eau (aw) (Coulibaly et al., 2011). Cette valeur dépend des paramétres du processus de
séchage et peut étre ajustée dans une certaine mesure apreés la lyophilisation. A haute valeur
d’aw, la cellule séche peut étre détruite car les solutés peuvent diffuser dans I’eau et donc

endommager la cellule par effet osmotique (Béal et al., 2001).

1.4 Influence des milieux de culture

Les milieux de fermentation peuvent également influencer la survie apres lyophilisation
grace a l'accumulation de solutés compatibles et en altérant la membrane cellulaire (Carvalho
et al., 2004). Dans I’étude menée en utilisant la souche P. fluorescens Pf153, le taux de survie
le plus élevé a été obtenu par des cellules cultivées dans le King B 84% par rapport au bouillon
tryptone soja (TSB %2) et DF 63% (Tableau 14) (Bisutti et al., 2015). 1l peut étre exclu que les
différents taux de survie aient été causés par un age cellulaire différent. Le milieu KB contient
du glycérol qui améliore la viabilité cellulaire pendant la lyophilisation (Heckly, 1985).
Cependant, d'autres expériences doivent étre menées pour identifier le composant moyen

responsable des taux de survie plus élevés apres la lyophilisation (Bisutti et al., 2015).

Tableau 14: Viabilité (NPP mi-1) avant et apres lyophilisation de P. fluorescens Pf153 cultivé dans
des milieu de culture différentes (Bisutti et al., 2015).

Milieu de culture Cellules fraiches Cellules lyophilisées Taux de survie (%)
TSB % 6,3+36x108 33+16x 108 63+39x 108

DF 6,5+4,0x 108 4,0+30x108 63 +26 x 108

KB 47+21x108 34+13x 108 84 +48x 108

DF : un milieu minéral contenant une source organique de carbone (1,5 g d'acide citrique monohydraté (Roth), 1,5 g de D(+)-glucose
monohydraté (Merck), 10 ugH3BO3 (Roth), 7,5 g Na2HPO3 x 2H20 (Merck), 1 mg FeSO4 x 7H20 (Merck), 2 g (NH4)2DONC4 (Merck),
4 g de KH2 et 0,2 g de MgSO4 x 7H2 O (Merck) dans 1000 ml d'eau désionisée)
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1.5 Influence d’un choc thermique

Les stress sublétaux peuvent induire une tolérance a un stress plus extréme et peuvent
se protéger contre d'autres types de stress (Teixido et al., 2005). Dans les expériences de Bisutti
et al. (2015), I’augmentation de la température de 7°C pendant environ une heure a augmenté
la survie aprés le processus de lyophilisation de prés de 80 %. La viabilité était encore améliorée
a des températures plus élevées (40 et 45°C) mais moins qu'a 35°C (Tableau 15). Une résistance
accrue a la lyophilisation due au choc thermique est également rapportée pour d'autres
Pseudomonas. Palmfeldt (2003) pourrait doubler la survie de P. chlororaphis MA 100, lorsque
les cellules ont été exposées a un traitement thermique pendant 15 min a 34,5°.

Tableau 15: Viabilité (NPP ml-1) avant et apreés lyophilisation de P. fluorescens Pf153 cultivé par un
choc thermique (Bisutti et al., 2015).

Choc thermique  Cellules fraiches  Cellules Taux de survie (%)
léger (°C) lyophilisées

28 6,7+29x 108 3,0+15x 108 45+ 15

35 38+14x 108 3,9+2,3%x108 124 + 87

40 49+18x10°8 33+1,1x 108 66 + 15

45 44+43x 108 2,7+0,7x 108 83 +58

1.6 Influence du pH
Le changement de pH a réduit les taux de survie a moins de 40 % pendant la

lyophilisation uniquement a des valeurs de pH extrémes de 4 et 10. Les cellules adaptées a un
pH faible semblaient avoir des sensibilités differentes a un stress supplémentaire. Donc le pH
optimale est entre 7,06 £ 0,15 et 8.04 £ 0.12 (Tableau 16) (Bisutti et al., 2015).
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Tableau 16: Viabilité (NPP ml-1) avant et apreés lyophilisation de P. fluorescens Pf153 cultivé a des
différents taux de pH (Bisutti et al., 2015)

pH Cellules Cellules Taux de survie
fraiches lyophilisées (%)

4 6.3+ 5.8x 10* 2.4+ 1.9x10% 39 + 26

5 40+13%x 10® 24+13x108 66 + 38

6 46+30x108 33+15x 108 90 + 67

7 44+17x10% 6,3+39%x108 145 + 80

8 39+14x10% 6,3+3,1x108 159 + 38

9 7,7+33x10% 71+25x%x10°8 110 £ 77

10 2.1+ 2.4% 10° 0.7+ 0.4x 10° 31+11

1.7 Influence de la concentration cellulaire initiale

Il a déja été observé qu'une faible concentration cellulaire initiale est préjudiciable a la
survie a la lyophilisation (Bozoglu et al., 1987 ; Costa et al., 2000). L’étude de Palmfeldt
(2003) confirme que c'est également le cas pour P. chlororaphis. La concentration cellulaire
initiale optimale était comprise entre 1 x 10 et 1 x 10 1® CFU/mI lorsque le saccharose était
utilisé comme soluté protecteur. Ce qui a donner un taux de survie de 26% apres lyophilisation.
Cependant, la concentration initiale de la souche P. putida 1112 été de 1.87(% 1.03) x 10 8et de
8.35 (* 3.21) x 10 "pour la souche P. protegens CHAO, Ce qui a donner un taux de survie 10%
pour les deux souches (Stephan et al., 2016).

1.8 Temps de récolte

Les traveaux realisées par Mputu Kanyinda et Thonart (2013) ont montré que le
rendement de P. fluorescens BTP1 dans le premier bioréacteur (contre pression 0.1bar) été de
75%. La phase stationnaire s’est produite seulement aprés 12h. Cependant dans le deuxiéme
bioréacteur (contre pression 0.3bar), le rendement été de 88%, dont la phase avait commencé
aprés 18h de culture (Mputu Kanyinda et Thonart, 2013). Cependant, les cellules de P.
fluorescens Pf153 récoltées lors de la phase initiale de croissance avaient une viabilité
significativement plus faible que celles récoltées en fin de phase stationnaire. Pf153 récoltée
aprés 24 h (environ 8h en phase stationnaire) avait un taux de survie plus faible que les cellules

récoltées a 16 h (fin de la phase exponentielle) (Bisutti et al., 2015). En revanche, le taux de
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survie apres lyophilisation des P. putida KT2440 était plus éleve pour les cellules en phase
stationnaire que pour les cellules en phase exponentielle, ce qui signifie que le temps de récolte
optimal dépend largement de I'organisme (Mufioz-Rojas et al. 2006). Heckly (1985) a postulé
que les cellules en phase tardive ou stationnaire sont moins sensibles au processus de
Iyophillisation que les cellules jeunes, car la phase stationnaire déclenche une réponse générale
au stress, qui implique I’induction d’un large éventail de protéines de stress (Hecker et VVolker,
2001).

1.9 Les taux de congélation

Dans I’étude de Stephan (2016), quatre taux de congélation différentes ont été
compares, Dont il a appliqué un choc de congélation avec de I’azote liquide pendant 2.5 min
ou la température du produit a atteint -150°C, trois autres vitesses de congélation de (5 a -40°C)
ont été atteinte en 40, 50 min ou 16.7 h. La viabilité n’a pas été significativement influencé par
le processus de congélation, quel que soit le taux de congélation et meme en ajoutant les CPA.
D’autre part, Palmfeldt (2003) a congelé le produit a -80 °C, avec une vitesse de
refroidissement moyenne de 4 °C/min. Cependant, I'étape de congélation n'a eu que peu d'effet

sur la viabilité.

1.10 Influence des méthodes de calcul de viabilité sur la precision des résultats
La viabilité des souches bactériennes est déterminée avant et aprés chaque test
d’optimisation de lyophilisation et apres stockage. Deux méthodes sont adaptées au calcul de

la viabilité, le nombre le plus probable (NPP) et la Cytometrie en flux.
%+ Nombre le plus probable (NPP)

Le NPP est une méthode permettant d'obtenir des estimations quantitatives des bactéries
dans des échantillons d'aliments ou d'eau. En microbiologie, cela est généralement réalisé en
effectuant des dilutions en série d'une culture bactérienne, en divisant I'échantillon en aliquotes
ou en réplicats, suivi d'une incubation et d'un examen visuel ultérieur de chaque échantillon
pour la croissance. Cependant, la méthode n'est capable que de dénombrer les organismes
viables (Chandrapati et Williams, 2014).

Le taux de survie est exprimé en unités formant colonies (UFC) avant lyophilisation
(nombre cellulaire initial) (NO) et apres lyophilisation (nombre cellulaire final) (Nf) par la

formule:

Viabilité (%) = (Nf/ NO) x 100
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% Cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) est une méthode d’analyse qui permet, a grande vitesse
(plusieurs milliers d’événements par seconde), de caractériser et compter des cellules (ou des

particules) en suspension dans un flux liquidien (Zafrani et Monneret, 2017).

Dans I’étude de Ben Oussaid (2019), le Carboxy fluorescein diacétate (CFDA) a été utilisé
pour évaluer la viabilité des bactéries, tandis que I'iodure de propidium (PI) permet de quantifier

les cellules endommagées et/ou mortes.

La viabilité des trois souches bactériennes lyophilisées a été comparée aux résultats de la
cytométrie en flux qui permet la détermination de l'état physiologique cellulaire (cellules
viables, cellules mortes et cellules viables mais non cultivables) aprés une double coloration
par Pl et CFDA, Il est apparu que la souche F21 est la plus sensible a la lyophilisation (Tableau
07). Cette sensibilité s’est traduite par une importante diminution de la concentration des
cellules viables (de 34 % a 0,8%). Les résultats montrent également que la lyophilisation
entraine une quantité¢ importante en nombre de cellules intermédiaires, que I’on peut récupérer
sur un milieu adéquat, pour les souches BB9 et F21 (24,6% et 34,6%) (Ben Oussaid, 2019)
(figure 14).

En conséquence, La cytométrie en flux est la méthode la plus approprié et convenable en

raison de la précision et I’exactitude de calcul.
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Figure 14: viabilité (%) avant et aprés lyophilisation par cytometrie en flux (Ben Oussaid, 2019).
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2 L’activité de lutte biologique

Une application réussie des agents de biocontrole microbiens dépend du développement
d'une formulation appropriée et économiquement faisable. Les formulations doivent livrer un
produit final avec une efficacité optimisée (Bora et al., 2004), une méthode d'application
conviviale et avec une longue stabilité de stockage (Costa et al., 2002 ; Selvaraj et al., 2014).
En effet, le processus de formulation est tres important au cours du développement des agents
de biocontrole, lorsqu'ils sont transformes de produits testés en laboratoire en produits appliqués
sur le terrain (Liu et al., 2014). Les Pseudomonas spp. fluorescents et en particulier P.
fluorescens, sont les antagonistes bactériens considérés comme l'un des meilleurs candidats

pour le biocontréle (Mathivanan et al., 2005).

Dans I’étude de Stephan (2016), ou il a mené deux essais, pour le premier essai, la souche
P. putida Mf416 a éte testé contre Alternaria Radicina et A. dauci. L’efficacité des cellules
Iyophilisées était presque identique a celle des cellules fraiches meme si la viabilité a diminué
aprés la lyophilisation (Tableau 17), Néanmoins, I’efficacité était nettement inférieure au
produit chimique (Thiram) (Tableau 18). Pour le deuxiéme essai, I’efficacité de P. fluorescens
Pf153 contre Botrytis cinerea n’été pas bonne par rapport au contrdle chimique (Euparen), quel
que soit le CPA choisi, la viabilité du pathogéne n’a pas été réduite et le contrdle de la maladie
n’été pas significatif (Tableau 19).

Tableau 17: Viabilité [NPP ml -1] avant et aprés lyophilisation de P. putida MF416 et P. fluorescens
Pf153 (Stephan et al., 2016).

Souche CPA Avant la lyophilisation Apres lyophilisation
MF416 Lactose 7,35(x1,26) x 108 2,86 (+1,49) x 108
Pf153 Lactose 1,15 (+0,28) x 10° 2,52 (¥2,72) x 10°
Pf153 Saccharose 1,87 (+0,40) x 10° 1,55 (+1,62) x 10°
Pf153 Lait écrémé 1,87 (+0,40) x 10° 1,75 (+1,20) x 10°
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Tableau 18: Efficacité des cellules lyophilisées et non lyophilisées de P. putida MF416 contre A.
radicina et A. dauci sur graines de carotte (Stephan et al., 2016).

Traitement Nombre de plantes saines (%)
Controle de I'eau 16,3 £ 55
Cellules fraiches 351 = 2.2
Cellules lyophilisées 353 £ 29
Lutte chimique (Thiram) 72,2 £ 8,3

Tableau 19: Influence de différents CPA sur I'efficacité de P. fluorescens Pf153 contre B. cinerea sur
feuilles détachées de feves (Stephan et al., 2016)

Traitement AUDC avant lyophilisation ~ AUDC aprés lyophilisation
Controle de I'eau 249 + 69 234 £ 70
Lactose 174 + 50 184 + 20
Saccharose 253 + 28 295 + 22
Lait écréme 146 + 51 169 + 37
Lutte chimique (Euparen) 56 = 29 66 + 30

(AUDC : Area under disease progress curve : zone sous la courbe de la progression de la maladie)

Une étude de Bisutti (2015) realisée sur ’effet antagoniste de P. fluorescens Pf153 contre
B. cinerea testée en tant que produits frais et lyophilisés a montré que 1’efficacité de la souche
de Pseudomonas était influencée par la température de croissance (Tableau 20). D’apres les
resultats mentionés dans le tableau 20, l'efficaciteé du Pf153 cultivé a 20°C était
significativement plus élevée par rapport aux autres tempeératures de croissance (25, 30 et
37°C), passant de 52,9% de la température (25°C) comparé a 31,7% de la température (20°C).
Cependant, un léger choc thermique n'a pas amélioré l'efficacité de I'antagoniste bactérien.

Aucune différence significative n'a été observée (Tableau 20).
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Tableau 20: Influence de la température de croissance et du traitement de choc thermique léger sur
I'efficacité des cellules lyophilisés P. fluorescens Pf153 contre B. cinerea sur des feuilles détachées de
V. faba (Bisutti et al., 2015).

Température de fermentation Traitement Séverité moyenne (%)

L'eau 759+ 7,6
20°C 35,6 +5,8
25°C 52,3+14,0
30°C 55,6 £5,0
37°C 56,0+ 12,9
Euparen 144+1,6
Choc thermique léger L’eau 77,8120
28°C 38,085
35°C 41,7+7,3
40°C 38,977
45°C 40,7+29

Euparen 18,1+2.8

La gravité a été évaluée cinq jours aprés 1’inoculation

Un autre essai été tenté par Bissuti et Stephan (2019) en utilisant la souche P.
fluorescens Pf153 pour lutter contre B. cinerea, Tous les traitements ont réduit la gravité de la
maladie de maniere significative par rapport au témoin (I'eau) mais pas aussi efficacement que
le produit chimique Euparen (réduction respective au contréle de I'eau de 82,6 %). La réduction
la plus élevée de la maladie a été causée par les cellules récoltées au milieu de la phase
logarithmique (56,5% pour 28°C et 48,5% pour une température de croissance de 20°C). Les
cellules du début de la phase stationnaire ont réduit la maladie d'au moins 37,9 % (28 °C/16 h)

(Figure 15).
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Figure 15: Gravité de la maladie de B. cinerea dans un essai biologique sur des feuilles
détachées de V.faba avec des préparations lyophilisées de Pf153 cultivées a différentes
combinaisons des paramétres de fermentation température et durée de culture (Bisutti

et Stephan, 2019). Les boites & moustaches représentent les valeurs minimales, 25 & 75 %, maximales
et médianes de la gravité de la maladie. Les paramétres de fermentation ( E) eau, () 28°C/8 h, (E)
20°C/16 h, (E) 28°c/16 h, () 20°C/28 h, (E3) Euparen).

En effet, une possibilité est que les CPA puissent etre utilisées par I’antagoniste ou par
le pathogene (Stephan et al., 2016). D’autre part, I’agent de biocontrole peut etre influencer
par la souche pathogéne et son niveau d’agressivité (Bardin et al., 2013). EImer et Reglinski
(2006), résume que la suppression biologique de B. cinerea résulte de la compétition des
nutriments et de I’espace, de la production des métabolites inhibiteurs ou du parasitisme et peut

stimuler les mécanismes de défense.
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Conclusion

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont largement étudiée du fait de leur potentiel
biotechnologique en agriculture. En raison de leur commercialisation comme étant des
biopesticides, les Pseudomonas nécessitent un conditionnement stable durant une longue

période.

La lyophilisation reste, a ce jour, la technique la mieux adaptée pour le séchage et la
conservation de Pseudomonas fluorescens, car elle permet 1’obtention d’une poudre ayant une
viabilité assez élevée contrairement a d’autres techniques. Cependant, I’impact du séchage lors
du processus de la lyophilisation peut causer des dommages Intracellulaires (Dommages
d’ADN, proteines, membrane cellulaire). Ce qui nécessite une optimisation de divers

parametres.

A travers notre étude comparative entre des études antérieures, qui ont pour but
d’optimiser le processus de lyophilisation et son impact sur la viabilité, la capacité de stockage
et la lutte biologique des agents de biocontrole Pseudomonas spp. fluorescents. 11 ressort que les
parametres décrits précédemment dans le chapitre Il sont liés et que certains parametres

peuvent avoir une influence sur d’autres parametres. Ainsi, on résulte que :

- Meme si les souches Pseudomonas spp. fluorescents se different, le degré de
sensibilisation aux conditions de la lyophilisation est approximatif.

- Le choix d’un bon CPA tels que les sucres et le lait écrémé, est essentiel pour améliorer
I’efficacité et la viabilit¢ des Pseudomonas, par ailleurs, il influence de divers
parametres tel que le la capacité de stockage.

- Le procédé de fermentation est un parametre impliqué dans I’optimisation, dont le
milieu de croissance, le pH et le temps de récolte peuvent étre optimale.

- La température joue un role majeur pour optimiser un meilleur résultat, que ce soit la
température lors de croissance, de séchage ou bien le stockage.

- La concentration cellulaire initiale est avantageuse, a force d’avoir une biomasse assez
importante, le taux de viabilité pourrai étre élevé.

- L’activit¢ de I’eau est un facteur important dans la conservation des poudres
lyophilisées, Le brevet européen n° EP 1234019 B1 publié le 28 Aout 2002 rapporte
que lactivité de I’eau refléte le degré de liberté de I’eau dans le produit concerné et a

un fort impact sur la stabilité et la conservation lors du stockage du produit.
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Conclusion

Un choc thermique léger en augmentant la température lors de la fermentation peut
aboutir & une résistante au stress lors de la lyophilisation.

La lyophilisation n’a pas d’impact négatif sur I’efficacité des agents de bio contrdle, et
des tests biologiques peuvent etre menés sans crainte.

Une optimisation des protocoles de production et de formulation est inévitable, les
paramétres de sélection de la viabilité, de température de séchage et stockage et le choix
des CPA peuvent etre améliorés.

Les conditions de croissance pendant la fermentation doivent étre soigneusement prises
en compte.

La procédure de production et la manipulation doit étre prise en compte en permanence
pour permettre aux bioproduits de passer du laboratoire au terrain.

Concernant I’'impact du séchage, la connaissance de certains parametres responsables
de la perte de viabilité de P. fluorescens est importante. Parmi elles, 1’étude des
modifications subies par les structures cellulaires au cours des traitements de sechage et
de conservation (I’oxydation de ’ADN) ainsi que ’utilisation d’un emballage adéquat

(Imperméable a la lumiere et a ’'oxygene).
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