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Résuméeé

Les organismes phytopathogenes constituent les principaux facteurs affectant la
productivité et la santé des plantes. L’agriculture durable a orienté de nombreuses approches
et techniques comme alternative potentielle pour réduire les méfaits des produits chimiques.
L’une de ces stratégies est 1’utilisation du microorganisme du sol pour le contrdle des
maladies des plantes. L’objectif de la présente étude est de mettre en évidence certains
métabolites secondaires impliqués dans le contrdle biologique des phytopathogenes par
I’'usage des Pseudomonas spp. fluorescents étant 1’un des principaux groupes microbien
concernés et le plus abondants dans la rhizosphere. Dans ce mémoire, nous avons signalé le
potentiel biotechnologique de biopesticides microbiens, les mécanismes de lutte biologique de
Pseudomonas spp. fluorescents qui interviennent dans la protection des plantes contre les
phytopathogénes y compris la résistance systémique induite (ISR), la compétition ainsi que
I’antagonisme microbien liés a la production de métabolites secondaires ayant des propriétés
antibiotiques parmi eux les phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol et les peptides cycliques. Nous avons également analysé des travaux
experimentaux dont leur contexte porte sur la recherche, 1’optimisation et la production des
antibiotiques de nature phénazinique in vitro. Les principaux résultats acquis confirment le
réle de la phénazine dans la lutte biologique. Nous avons souligné aussi les probléemes de
formulation, d’enregistrement et de [D’application des biopesticides a grand échelle.
L’objective de notre travail expérimental porte sur la production des composés a effet
antibiotiques de nature phénaziniques, nous avons testé I’activité antimicrobienne de 20
souches de Pseudomonas spp fluorescents issues de sol rhizosphérique de la tomate. Le test
d’antagonisme réalisé in vitro sur milieu King B a montré que les souches Pseudomonas Ps 1,
Ps 2, Ps 3, Ps 13 et Ps 15 ont un effet antibactérien avec des diamétres de zone d’inhibition

allant jusqu’a 11.3mm enregistrée par les souches Ps3 et Ps13 vis-a-vis I’isolat E3.

Mots clés: Meétabolites secondaires, Pseudomonas spp. fluorescents, biocontréle,

phytopathogenes, phenazine.



Abstract

Secondary metabolites of fluorescents Pseudomonads in the biological

control of phytopathogens for sustainable agriculture

Phytopathogenic organisms are the main factors affecting the productivity and health of
plants. Sustainable agriculture has guided many approaches and techniques as a potential
alternative to reduce the harms of chemicals. One of these strategies is the use of the soil
microorganism for the control of plant diseases. The objective of the present study is to
highlight certain secondary metabolites involved in the biological control of phytopathogens
by the use of fluorescents Pseudomonads, one of the most abundant microorganisms in the
rhizosphere. In this thesis, we reported on the biotechnological potential of microbial
biopesticides, the biological control mechanisms of fluorescents Pseudomonads agents which
are involved in the protection of plants against phytopathogens including induced systemic
resistance (ISR), competition and microbial antagonism which linked to the production of
secondary metabolites with antibiotic properties among them phenazines, pyoluteorin,
pyrrolnitrin, 2,4-diacetylphloroglucinol and cyclic peptides. We also analyzed experimental
works whose context relates to the research, optimization and production of phenazine
antibiotics in vitro. The main results obtained confirm the role of phenazine in biological
control. Furthermore, we emphasized on formulation, registration and field application
problems of biopesticides. The objective of our experimental work focuses on the production
of phenazine antibiotic compounds, we tested the antimicrobial activity of 20 strains of
fluorescents Pseudomonads from rhizospheric tomato soil. The antagonism test carried out in
vitro on King B medium showed that the strains Pseudomonas Ps 1, Ps 2, Ps 3, Ps 13 and Ps
15 have an antibacterial effect with inhibition zone diameters up to 11.3mm recorded by the

strains Ps3 and Ps13 against the isolate E3.

Key words: secondary metabolites, fluorescents Pseudomonads, biocontrol, phytopathogenic,

phenazine.
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Introduction

Les microorganismes phytopathogénes affectant la santé et la productivité des plantes
constituent un obstacle majeur et sérieux a la production alimentaire dans le monde
(Chaudhari et al.,2017).

L’utilisation des produits chimiques sous forme des fertilisants et des pesticides ou les
plantes résistantes, sont a la base de I’amélioration des rendements des diverses cultures, mais
dans I’autre co6té ces intrants chimiques ont provoqué des sérieux problémes sur la
biodiversité, la santé humaine, et le développement de la résistance chez les agents
pathogenes (insectes, nématodes, champignons, bactéries) (Bhardwaj et al.,2014). La lutte
biologique est donc considérée comme un substitut ou un moyen complémentaire de diminuer
l'utilisation des pesticides chimiques dans I'agriculture (Singh et al.,2011), par I’utilisation
des microorganismes bénéfiques (Vessey,2003).

La rhizosphere ; la zone d'interface entre la plante et le sol ; abrite plusieurs micro-
organismes qui interagissent avec la plante et influencent sa croissance. Certains ont des effets
déléteres, d'autres sont bénefiques. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
« PGPR » établissent une symbiose associative avec les plantes en stimulant leur croissance et
en induisant une résistance contre divers microorganismes phytopathogénes (Panpatte et
al.,2016; Dorjey et al.,2017).

Parmi ces bactéries présentant un intérét agricole, Pseudomonas spp. fluorescents font
I'objet d'une attention particuliére. Leur utilisation en agriculture comme biofertilisants ou
biopesticides offre un bon rendement et pourrait réduire I'apport d'engrais ou de pesticides

chimiques (Bhattacharyya et Jha,2012).

La grande diversitt des meécanismes d’action de ces Pseudomonas est
principalement liée a leur grande capacité a produire une large gamme de
métabolites secondaires et a induire I’'ISR chez les plantes (Weller et al.,2007). En
effet, Chez les Pseudomonas  fluorescents, Il'antagonisme  envers les
phytopathogénes est induit par des métabolites secondaires tels que HCN, PHZ,
phloroglucinol, PLT, PRN et CLPs (Haas et Défago,2005; Mishra et Arora,2018).
Ces bactéries sont également capables de synthétiser des sidérophores appelés
pyoverdines ou pseudobactines. Ces molécules sont impliquées dans [’amélioration
de la croissance et de la santé des végétaux (Lemanceau et al.,2009) et contribuent

a I’acquisition du fer par les plantes (Vansuyt et al.,2003).




Introduction

Ces métabolites produits par les Pseudomonas spp. sont régulés par des
molécules de signalisation de quorum sensing (QS) (Shahid et al.,2018).

Plusieurs travaux ont montré le potentiel extraordinaire des phénazines qu’est di a leurs
propriétés physicochimiques (Pierson et Pierson,2010). Ces propriétés ont été utilisées pour
des applications biotechnologiques principalement le contréle biologique (Rane et al.,2007).

Les Pseudomonas fluorescents sont un bon exemple d'utilisation durable des microbes,
mais la formulation et la commercialisation de produits agricoles a base de ces bactéries n'est
pas si répandue, en raison de certains inconvénients que leur application est toujours présente
et qu'il faut surmonter (O’Callaghan,2016; Yanes et Bajsa,2016).

L’objectif de ce travail est d’apporter un plus dans la lutte biologique par
I’étude de bactéries bénéfiques pour les plantes (Pseudomonas spp fluorescents), en
déterminant  les  principaux  métabolites  secondaires  synthétisés  par  ces
microorganismes dans le cadre de D’agriculture durable et en signalons également les

enjeux d’application des biopesticides au stade pratique.
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Chapitre 1 Biopesticides microbiens et ['agriculture durable

Depuis le milieu du XIXe siécle jusqu'a nos jours, les pesticides synthétiques ont été un
agent de lutte contre les ravageurs (Dhakal et Singh,2019). Leurs utilisation en agriculture
affecte I'environnement du sol, sa fertilité et I'émergence d'une résistance aux fongicides chez
les agents pathogénes (David et al.,2018). Par conséquent, il est urgent de mettre au point des
biopesticides pour lutter efficacement contre les ravageurs agricoles sans nuire gravement a la
chaine écologique ni aggraver la pollution de I'environnement (Mnif et Ghribi,2015) . La
lutte biologique est donc considérée comme un substitut ou un moyen complémentaire pour

diminuer l'utilisation de pesticides chimiques dans I'agriculture (Singh et al.,2011).

Les biopesticides sont certains types de pesticides dérivés de matiéres naturelles telles
que les animaux, les plantes, les bactéries et certains minéraux (Copping et Menn,2000;
Thakore,2006; Dhakal et Singh,2019) . Environnement Protection Agency (EPA) reconnait
trois catégories de biopesticides: les pesticides microbiens, les protecteurs incorporés aux
plantes (PIP) et les pesticides biochimiques (Dhakal et Singh,2019).

Actuellement, il y a environ 299 ingrédients actifs (IA) de biopesticides enregistrés et
plus de 1400 enregistrements de produits de biopesticides actifs dans le monde
(Burges,2012). Parmi ceux-ci, il y a 125 principes actifs a base d'espéces/de souches de
microorganismes ou de leurs métabolites pesticides, dont 57 étiquetés pour une utilisation

contre des invertébrés (Arthurs et al.,2018).

I. 1 Biopesticides microbiens

En 1835, Agostino Bassi a découvert que les microbes provoquent des maladies, ce qui
a conduit a I'idée d'utiliser des microbes pour contréler les insectes ravageurs et les maladies
(Chaufaux,1995; Nollet et Rathore,2015). Parmi les biopesticides, les agents microbiens
sont soit des bactéries, des champignons, des levures et méme des virus. Ils sont employés
dans le monde entier dans des cultures en champ et en serres pour réduire de
multiples maladies sur diverses céréales, légumineuses, fruits, fleurs et plantes
d’ornement (Fravel,2005; Montesinos et Bonaterra,2017). En 1938, un biopesticide
disponible dans le commerce a été vendu sur la base de la bactérie insecticide

Bacillus thuringiensis (Bt) en France (Chaufaux,1995).

Pour tous les types de cultures, les biopesticides bactériens occupent environ 74% du

marché mondiale des biopesticides microbiens (Thakore,2006) ( Figure 1).




Chapitre 1 Biopesticides microbiens et ['agriculture durable

3%

8%

m biopesticides bactériens m biopesticides fongiques = biopesticides viraux
biopesticides pédateurs autre biopesticides

Figure 1. Le marché mondial des biopesticides microbiens en 2006 (Thakore,2006).

La rhizosphére est I'nabitat de plusieurs rhizobactéries bénéfiques également appelées
PGPR (Kloepper et al.,1980; Kloepper et al.,1989) . Ces bactéries colonisent agressivement
les racines des plantes et ont un role énorme dans la promotion de la croissance des plantes
(PGP) et ont été utilisés comme agents de lutte biologique (BCA), en particulier comme

formulations a base de cellules depuis plusieurs décennies (Mishra et Arora,2018).

I. 2 Marché des biopesticides

Ces derniéres années, les biopesticides sont largement utilisés a travers le monde pour
lutter contre les insectes nuisibles et les maladies. Ils présentent un des secteurs, en pleine
croissance sur le marché international, qui devrait accroitre sa demande prochainement
(Ghodake et al.,2018).

En 1991, les biopesticides représentaient 1 % du marché mondial des pesticides, soit
environ 100 millions de dollars (Chaufaux,1995). Apres plusieurs décennies de croissance
relativement stagnante, le marché américain des biopesticides (y compris les bioinsecticides,
acaricides, fongicides, herbicides, bactéricides, algues et stimulants) est évalué a 1,1 milliard
de dollars en 2016, et devrait croitre a 17 % du TCAC entre 2016 et 2022. Ce taux de
croissance dépasse de loin le TCAC de 3 % prévu pour les pesticides classiques (Markets et
Markets, 2016 ) (Figure 2).
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ATTRACTIVE OPPORTUNITIES IN THE BIOPESTICIDES MARKEI

14.7%

» The biopesticides market is estimated to be valued at USD 4.3 billion in
2020 and s projected to grow at a CAGR of 14.7% 102025

« The North American region is projected to dominate the market by 2025

* Increasing demand for organic food, phase-out of key chemical active
ingredients, awareness regarding pesticide residue levels in food, and
adoption of IPM practices are the key factors dnving the growth of the
market

» Expansions and collaborations were the dominant strategies adopted by
key players to capitalize on the strong market potential.

2020 2025-p

Figure 2. Les opportunités attractives sur le marché des biopesticides (Markets et Markets, 2016).

Le marché européen est estimé a prés de 200 millions de dollars et devrait étre le
marché a la croissance la plus rapide en raison de la réglementation stricte en matiere de
pesticides et de la demande croissante des producteurs biologiques. Le marché asiatique a une
grande opportunité de croissance pour les biopesticides car la Chine et I'Inde adoptent plus de
biopesticides dans les champs que les pesticides chimiques synthétiques (Ghodake et
al.,2018; Mishra et al.,2020).

Le développement de mécanismes de réglementation stricts est également important
pour maintenir la qualité et la disponibilité des biopesticides a un codt abordable dans les pays

en développement (Ghodake et al.,2018).

I. 3 Avantages et limites des biopesticides

Les biopesticides gagnent un intérét dans le monde entier en raison des avantages liés a
leur sécurité environnementale, a la spécificité des cibles, a I'efficacité, a la biodégradabilité, a
la pertinence des programmes de lutte intégrée et compte tenu de la demande croissante

d'aliments biologiques (Kumar et Singh,2015) .

Certains avantages spécifiques des biopesticides par rapport aux pesticides chimiques

conventionnels sont énumérés ci-dessous (Ghodake et al.,2018) :

> Les biopesticides sont généralement intrinsequement moins toxiques que les pesticides

chimiques conventionnels.
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> Les biopesticides n'affectent généralement que I'organisme nuisible cible et les organismes
étroitement apparentés, contrairement aux pesticides conventionnels a large spectre qui
peuvent affecter les organismes non-cibles, y compris les humains.

> Les biopesticides sont souvent efficaces en trés petites quantités et se décomposent
rapidement, ce qui réduit les expositions et évite principalement les problémes de pollution
causés par les pesticides conventionnels.

» Lorsqu'ils sont utilisés dans le cadre de programmes de lutte intégrée (IMP), les
biopesticides peuvent réduire considérablement l'utilisation de pesticides conventionnels,

tout en maintenant des rendements élevés (Evans et Furlong,2003).

Bien que la faible persistance des biopesticides puisse étre bénéfique la ou les résidus
environnementaux sont un probléme, elle peut avoir un effet négatif également lorsqu'il y a
peu de persistance aprés I'application. Les autres limites des biopesticides comprennent plus
de dépenses, une faible efficacité, une action lente, une durée de conservation limitée et une
variabilité des performances. Ces facteurs sont parfois plus apparents que réels car ces
limitations ne s'appliquent pas a tous les biopesticides. Plusieurs fois, le colt d'enregistrement
des biopesticides devient beaucoup plus élevé car ils ne ciblent que des marchés limités en
raison de la spécificité de I'agent bioactif et limitent ainsi ses possibilités de
commercialisation (Chapple et al.,1996; Singh,2014; Nollet et Rathore,2015).
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Le sol est un habitat biologique, une réserve genétique avec une large variété
d’organismes présents aussi bien a I’intérieur qu’au-dessus des sols (Lahmar et
Ribaut,2001). La microflore du sol, par sa diversité et son activité, est sans doute le maillon
central de I'écosystéme sol (Cleyet-Marel et Hinsinger,2000). Les microorganismes du sol
peuvent étre bénéfiques en affectant positivement la qualité du sol et la croissance des plantes,
ou pathogenes et responsables de maladies a effets dévastateurs (Bonkowski et al.,2009).

1.1 Notion de rhizosphere

Hiltner (1904) a d’abord introduit le terme rhizosphére, dérivé du mot grec « rhiza », a
la racine du sens, et « sphére », qui signifie le champ d’influence. Il a défini la rhizosphére
comme la zone de sol immédiatement adjacente aux racines de Iégumineuse qui soutient des
niveaux élevés d’activité bactérienne (Morgan et al.,2005; Hartmann et al.,2008; Bakker
et al.,2013). La rhizosphére peut contenir plus de 10 cellules microbiennes par gramme de
racine (Egamberdieva et al.,2008) et maintenir plus de 30 000 especes de bactéries (Mendes
et al.,2011).

L’étendue de « effet rhizosphére » dans le sol dépendra de la diffusion loin de la racine
des nombreux composés libérés, de leurs caractéristiques de diffusion et de 1’état de 1’eau du
sol (Bowen et Rovira,1999). Les produits chimiques sécrétes dans le sol par les racines sont
géneralement appelés exsudats racinaires. Grace a I’exsudation d’une grande variété de
composes, les racines peuvent réguler la communauté microbienne du sol dans leur voisinage
immediat, encourager les symbioses bénéfiques, changer les propriétés chimiques et

physiques du sol, et inhibent la croissance d’espéces végétales concurrentes (Nardi et

al.,2000).

Le microenvironnement de la rhizosphere comprend le microbiome de la rhizosphere (3
a 5 mm de la racine), le microbiome de la rhizoplane (a I’interface racine-sol) et le
microbiome de la racine intérieure. Les interactions symbiotiques courantes dans la zone
racinaire comprennent les champignons mycorhiziens, les endophytes bactériens et les

nodules symbiotiques (Coats et Rumpho,2014) (Figure 3).
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Figure 3. Apercu des interactions plante-microbe qui se produisent dans la rhizosphére et les sols en
vrac sous une plante (Coats et Rumpho,2014).

Il. 2 Généralité sur les PGPR

La rhizosphére des plantes est généralement occupée par les rhizobactéries delétéres
(DRB) qui peuvent inhiber la croissance des plantes, et les PGPR (plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (Harish et al.,2009).

Les rhizobactéries sont les membres de la totalité des bactéries de la rhizosphére qui
sont capables de coloniser les racines. La colonisation des racines est définie comme la
capacité bactérienne a se multiplier et a suivre le rythme de la croissance des racines dans le
sol des champs. L'impact des rhizobacteries sur la croissance et la santé des plantes peut étre
neutre, delétere ou bénéfique. Les effets bénéfiques du PGPR sur les cultures entrent dans
I'une des deux catégories suivantes : stimulation de la croissance ou suppression des maladies

des plantes (Kloepper et al.,1989; Paungfoo Lonhienne et al.,2014; Bernabeu et al.,2015) .

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) ont d'abord été définies par Kloepper et
Schroth (1978), comme les bactéries du sol qui colonisent les racines des plantes (Dorjey et
al.,2017). Les PGPR sont des bactéries libres de vie qui ont des effets bénéfiques sur les
plantes car elles améliorent I'émergence, colonisent les racines et stimulent la croissance. Le

PGPR bien connu comprend des organismes appartenant aux genres Pseudomonas, Bacillus,
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Azotobacter, Azospirillum, Azoarcus, Klebsiella, Arthrobacter, Enterobacter, Burkholderia,
Serratia et Rhizobium (Jogaiah et al.,2010).

Les associations de bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) varient selon
le degré¢ de proximité bactérienne avec la racine et Dintimit¢é de [’association.
En général, ceux-ci peuvent étre séparés en PGPR extracellulaire (ePGPR), existant dans la
rhizosphere, sur le rhizoplane ou dans les espaces entre les cellules du cortex radiculaire, et
PGPR intracellulaire (iPGPR), qui existent a I’intérieur des cellules radiculaires, généralement

dans les structures nodulaires spécialisées (Gray et Smith,2005; Khan,2005).

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont un groupe
hétérogene de bactéries qui peuvent se développer dans, sur ou autour des tissus racinaires des
plantes, stimulant la croissance des plantes directement et / ou indirectement par

I’intermédiaire de plusieurs mécanismes (Hayat et al.,2010; Kang et al.,2013) (Figure 4).

Mécanismes directs impliqués dan le Mécanisme indirects participés a

cycle des nutriments et la la lutte biologique contre les

phytostimulation agents phytopathogenes
ixati N : I

_i Fixation de N, Production d'antibiotiques

Solubilisation du phosphore La concurrence pour le fer dans
insoluble la rhizosphére
Séquestration du fer par I'excrétion

L’induction d’une résistance

des sidérophore systémique

Production des phytohormones |

d’éthylene

Abaissement des concentrations |

Figure 4. Diagramme schématisé illustre les mécanisme directs et indirects des PGPR sur la
croissance des plantes (Kang et al.,2013).
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Il. 3 L’intérét biotechnologique des PGPR dans le domaine agricole

Les bactéries bénéfiques, appelées rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR), sont largement étudiées par les microbiologistes et les agronomes en raison de leur
potentiel dans la production végétale (Somers et al.,2004). PGPR offre un moyen attrayant de
remplacer les engrais chimiques, les pesticides et les suppléments. Les cultures agricoles et
horticoles inoculées avec certaines souches de PGPR peuvent avoir des effets multiples, allant
de I’amélioration de la germination des semis a la croissance végétative du rendement

(Dorjey et al.,2017).

Les applications de PGPR efficaces pourraient contribuer a des pratiques de gestion
agricole respectueuses de 1’environnement durables qui peuvent réduire 1’application de
produits chimiques actuellement utilisés pour contrer I’impact nocif des agents
phytopathogenes fongiques et pour améliorer ou restaurer le developpement des plantes dans
des environnements normaux ou salins, respectivement (Nabti et al.,2014). Les PGPR
sont classé selon leurs activités fonctionnelles dans la rhizosphére (Somers et al.,2004)
(Tableau 1).

Tableau 1. Role biotechnologique des PGPR et leurs activités fonctionnelles (Somers et al.,2004).

Roéle biotechnologique Activités fonctionnelles

Augmentation de la
disponibilité des éléments

Biofertilisants nutritifs aux plantes

Lutte contre les maladies,
Plant Growth Promoting

Rhizobacteria (PGPR)

par la production de
Biopesticides métabolites antibiotiques et

antifongiques

Amélioration de la croissance

Phytostimulateurs des plantes, par la production
de phytohormones
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Les bactéries antagonistes sont considérées comme agents de lutte biologique
idéales (Mishra et Arora,2012). Nombreuses PGPR ont été identifiés comme
agents de lutte biologique contre les agents pathogenes des plantes, Pseudomonas
spp., étant I'un des principaux groupes concernés (Salman,2010; De Bruijn,2013).
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I11. 1 Généralité sur le genre Pseudomonas
Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894 (Peix et al.,2009). C’est un grand groupe
bactérien particulierement important qui appartient a la sous-classe y des protéobactéries et

comprend plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires (Palleroni et Moore,2004) (Figure 5).

Ce genre contient 294 especes valablement décrites sur le site

https://Ipsn.dsmz.de/genus/pseudomonas. C’est l'un des genres bactériens les plus

omniprésents au monde (Hofte et Altier,2010) , se trouvent en grand nombre dans tous les
principaux environnements naturels (terrestres, d'eau douce et marins) et forment également
des associations intimes avec les plantes et les animaux. Cette distribution universelle suggere
un degré remarquable d'adaptabilité physiologique et génétique (Spiers et al.,2000).

p Protéobactéries :
Comamonadaceae : Y Protéobactéries

Leptothrix, Sphaerotilus

Burkholderia, Alcaligenes, Polynucleobacter
Alcaligenes, Bordetelia, Taylorella ~\
 Telluria, Zoogiea™

BHSE Ralstonia

Chromohalobacter, Deleya,
Halomonas. Halovibrio -

=~ Photobacterium, Vibrio

Enterobacteriacae

" Eikenella: Kingelia, Neisseria = e,

- - Blastobacter, Caulobacter,
Rhizomonas, Sphingomonas

Brevundimonas, Caulobacter
udhylobaaa'lum

Afipia, Bradyrhizobium, Nitrobacter,
Rhodopseudomonas

Agrobacterium, Bartoneila,
Brucella, Phyilobacterium

R

€ Protéobactéries

0 Protéobactéries

(. Protéobactéries

Figure 5. Relations phylogénétiques des protéobactéries, contenant les genres bactériens
actuellement ou anciennement (en gras) associés aux Pseudomonas (Bossis et al.,2000).
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I11. 2 Evolution taxonomique sur le genre Pseudomonas

La description taxonomique de ce genre ne casse de voir des réarrangements et des
changements de statuts (especes, sous espéces et nouvelles espéces), depuis ses premieres
descriptions (Palleroni,1984; Garrido-Sanz et al.,2016).

Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles & Gram négatif,
non sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a
métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes. Mais cette définition ne permet
pas de les différencier des autres bactéries & Gram négatifs, et doit étre complétée par d’autres

caractéristiques phénotypiques (Bergey et al.,1997; Palleroni,2008).

La découverte du caractere de renaturation de ’ADN par Marmur, a permis de
confirmer la classification phénotypique des Pseudomonas, par les essais d’hybridation
ADN/ADN (Colwell et Mandel,1964; Johnson et Ordal,1968), et la composition en bases
(G + C) (Doudoroff et Palleroni,1974). Le plus grand succés de la classification des
Pseudomonas, selon les caractéres génotypiques f(t atteint par Palleroni et ses collaborateurs ,
qui ont classifiés ce groupe bactérien en cing sous-groupes d’ ARNTr, sur la base d’homologies
ARN/ADN (Palleroni et al.,1973; Palleroni,1984). Toutefois ces sous classes d’ARNr sont
phylogénétiquement trop éloignés, et finalement seules les bactéries appartenant au groupe

ARNTr | sont retenues dans le genre Pseudomonas (Peix et al.,2009).

Les principaux changements dans la taxonomie viennent de Woese, qui proposa de les
classifier et de les identifier en fonction de leurs ARN ribosomaux 16S , plagant le genre
Pseudomonas dans les gamma protéobactéries (Woese et al.,1984; Botelho et Mendonca-
Hagler,2006).

Depuis 1990, le séquencage du géne codant ARNr 16S a débuté, et est
appliqué pour toutes les bactéries connus. Partiel au début, mais plus tard des
génomes entiers ont été séquencés et déposes dans les banques de données. Le
séquengage du géne codant I’ARNr 16S et le développement des modéles
mathématiques des arbres représentant les similitudes des séquences ont permis une

classification phylogénétique des procaryotes (Peix et al.,2009).

L’édition actuelle du Bergey compte de nombreuses méthodes utilisées dans la
classification des Pseudomonas. Ces méthodes révelent les efforts fournis pour la

caractérisation des especes de Pseudomonas, incluant la sensibilité a certains composés, les
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caractéristiques génétiques et écologiques, le pouvoir pathogéne et la structure antigénique
(Peix et al.,2009).

Dans le cas du genre Pseudomonas, plus de 70 nouvelles especes ont été
décrites depuis 2009, avec une moyenne annuelle de 10 nouvelles especes au cours
des trois dernieres années. Etant donné que la plupart des environnements dans
lesquels des souches de Pseudomonas peuvent étre présentes restent inexplorés, il
est prévisible que le nombre despéces de  Pseudomonas  augmentera
considérablement au cours des prochaines années (Peix et al.,2018).

I11. 3 Pseudomonas spp. fluorescents

Le genre Pseudomonas contient principalement des Pseudomonas spp. fluorescents ,
ainsi que quelques espéces non fluorescentes (Bossis et al.,2000):
e Pseudomonas fluorescents phytopathogénes a cytochrome ¢ oxydase positif tels que
P. cichorii, P. marginalis et P. tolaasii et des souches non-phytopathogenes, non
nécrogéniques telles que P. fluorescens, P. putida, P. chlororaphis, P. aureofaciens et
I’espéce type P. aeruginosa (Bossis et al.,2000).
e Pseudomonas spp. fluorescents phytopathogenes nécrogénes a cytochrome ¢ oxydase
négatif : P. syringae et P. viridiflava (Bossis et al.,2000).
e Pseudomonas spp. non fluorescents : P. stutzeri, P. mendocina, P. alcaligenes et P.

pseudoalcaligenes (Bossis et al.,2000).

Au sein du groupe Pseudomonas sensu stricto, les Pseudomonas fluorescents
comprennent toutes les espéces ayant la capacité de produire de la pyoverdine fluorescente,
particulierement : Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, P. putida et P. fluorescens (Latour
et Lemanceau,1997; Palleroni,2010) . Ce sont des bactéries qui se caractérisent par un
rapport de bases azotées (C+G) allant de 58 a 70 % (Palleroni,1984). Elles partagent des
caractéristiques telles que la morphologie en forme de batonnet, le comportement de
coloration a Gram négatif, un ou plusieurs flagelles polaires assurant la motilité, étant non
sporulantes et présentant des tests positifs pour la catalase et I'oxydase (Yang et al.,2013).

Les Pseudomonas fluorescents sont classés au sein des especes fluorescens et putida, et
des deux groupes intermédiaires définis selon Palleroni (1984). Ce classement est basé sur la
mise en évidence de deux aptitudes métaboliques (la protéolyse et I’utilisation du tréhalose).
Les deux sont présentes chez P. fluorescens et absentes chez P. putida, alors que 1'une ou

’autre seulement s’exprime dans les groupes intermédiaires (Mamoun et Olivier,1989).
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I11. 4 Mécanisme de biocontrdle des Pseudomonas spp. fluorescents
phytobénéfique

Durant les trois dernieres décennies, les bactéries appartenant au genre Pseudomonas
ont été identifiés comme agents potentiels de biocontrdle, a ’encontre des phytopathogenes
(Mezaache,2018), et comme souches de biocontrdle des champignons phytopathogenes
(Garcia de Salamone et al.,2001) . Les Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes sont des
habitants typiques des sols agricoles, en s’impliquant dans de nombreuses interactions avec
les plantes, notamment au niveau des rhizosphéres (Lemanceau,1992). Ces bactéries sont
considérées comme des composés biologiques du sol agricole, douées de potentialités
suppressives et inhibitrices de diverses maladies des plantes. De nombreuses études ont mis
en évidence les aptitudes de souches de Pseudomonas spp. fluorescents dans I’amélioration de
la croissance et la protection sanitaire des plantes (Hussein et Jo0,2017; Mishra et
Arora,2018).

Les principaux mécanismes par lesquels Pseudomonas exerce son effet de lutte
biologique sont : la compétition pour l'acquisition de niche et de nutriments, la production
d'antibiotiques, la résistance systémique induite (Panpatte et al.,2016) ( Figure 6).

HOST MEDIATED COMPETITIVE EXCLUSION

RESISTANCE -colonization of entry sites on host
-induced systemic resistance (ISR) -competition for nutrients (C,N,P, iron)

-systemic acquired resistance (SAR) -physical barriers (biofilm)

~.

MECHANISMS OF ACTION OF
MICROBIAL PESTICIDES

DIRECT CELL-TO-CELL INTERCELLULAR ANTIBIOSIS
INTERACTION SIGNAL - Iytic enzymes
- hyperparasitism INTERFERENCE -antimicrobial peptides
- interference with cell/hyphal - quorum sensing quenching and proteins
growth - phenolic compounds
- polyketides
- biosurfactants
- others

Figure 6. Un apercu des mécanismes de lutte biologique contre les agents phytopathogenes
qgui ont été mis en évidence dans des micro-organismes bénéfiques interagissant avec des
plantes (Montesinos et Bonaterra,2017).
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111.4.1 Compétition

Les interactions microbiennes sont conditionnées par la nature et I’intensité de la
compétition entre les microorganismes (Wicklow et Carroll,1981) . Cette compétition peut
s’instaurer pour I’espace et pour les nutriments. Les Pseudomonas fluorescents antagonistes
participent a ces 2 types de compétition (Lemanceau,1992).

La compétition pour les nutriments se fait généralement par la disponibilité en fer dans
le milieu. Pour acquérir cet élément indispensable mais peu soluble, les microorganismes ont
développé une stratégie d’acquisition du fer qui repose sur la synthése de sidérophores et de
protéines membranaires réceptrices (Leong,1986). Par la production de sidérophores, les
P. fluorescens piegent le fer présent dans le milieu en privant les autres microorganismes et en

inhibant leurs pouvoirs de pathogénicité (Meliani,2012).

111.4.2 Antibiose

L’importance de 1’antibiose dans les interactions microbiennes responsables de la
protection biologique contre les maladies a fait 1’objet d’une récente synthése
bibliographique, 1l peut conférer aux micro-organismes un avantage sélectif dans la
compétition pour les nutriments et I'espace dans leurs niches écologiques (Fravel,1988).

Plusieurs souches de Pseudomonas fluorescents sont capables de produire une gamme
d’antibiotiques tels que le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d’hydrogéne
(HCN), les rhamnolipides, I’oomycine A, la phenazine, la pyocyanine, la pyrrolnitrine, ou des

lipopeptides cycliques (Dwivedi et Johri,2003).

111.4.3 Induction de la résistance systémique

Toutes les plantes possedent des mécanismes de défense actifs contre les attaques de
pathogenes. Ces mécanismes échouent lorsque la plante est infectée par un pathogéne virulent
car le pathogene évite de déclencher ou supprime des réactions de résistance, ou élude les
effets des défenses activées (Van Loon et al.,1998). L’expression de mécanismes de défense
systémiques chez les plantes peut étre initiée suite a 1’interaction avec certaines rhizobactéries
non pathogenes (Meliani,2012) .

La résistance systémique induite (ISR) est un mode d'action des rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR), en particulier les Pseudomonas fluorescents,
dans la suppression des maladies (Van Peer et al.,1991).

Il n’est pas facile de distinguer I’ISR de la résistance acquise systémique (SAR), car les

deux utilisent des composés similaires pour supprimer les agents pathogénes. Des progres
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considérables ont été réalisés pour révéler les mécanismes impliqués dans les interactions
plante-PGPR-pathogéne. Cependant, il existe une absence d'élucidation globale de la
signalisation ISR par les bactéries. Il a été rapporté que certains composants structuraux de
bactéries, tels que les flagelles, les Lipopolysaccharides (LPS) et la production de

sidérophores et d'antibiotiques sont les déterminants des ISR (Pieterse et al.,2014).
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Les études écologiques sur ce groupe bactérien ont révélé leur forte adaptation
aux conditions rhizosphériques en association avec plusieurs espéces végétales, ces
aptitudes permettent de les classer parmi les rhizobactéries colonisatrices. En plus de
leur compétence rhizosphérique, ces bactéries présentent des profils métaboliques
leur conférant une compétitivité par rapport aux autres microorganismes telluriques

(Latour et Lemanceau,1997).

Les différentes especes de Pseudomonas qui colonisent la rhizosphére
possedent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particuliérement
intéressantes  pour  une  utilisation comme agents de lutte  biologique
(Mezaache,2018). Les Pseudomonas fluorescents agissent comme un antagoniste
contre une variété de phytopathogénes principalement en produisant des métabolites
secondaires antimicrobiens (Chaudhari et al.,2017). Les metabolites responsables
d’activités  spécifiques intéressantes sont  variés sidérophores,  antibiotiques,

substances de croissance,
(Tableau 2).

Lipopolysaccharides, etc (Lemanceau,1992) (Figure 7)

Tableau 2. Métabolites secondaires des Pseudomonas fluorescents étudiés dans le controle

biologique des phytopathogenes (Mishra et Arora,2018).

Metabolites Pseudomonas Phytopathogénes Effet Références
secondaires
HCN Pseudomonas sp. | Sclerotium rolfsii Diverses (Priyanka et
P76 and P124 plantes al.,2017)
PRN P.  chlororaphis | F. graminearum Tomate (Park et
06 et R. solani al.,2011)
PCA P. fluorescens Gaeumannomyces Blé (Thomashow et
graminis var. Weller,1988)
tritici.
2,4-DAPG | P. aeruginosa F. oxysporum f. Bananier (Ayyadurai et
sp. cubense al.,2006)
CLPs P. fluorescens R. solani and P. | Canne a sucre (Nielsen et
ultimum al.,2002)
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Figure 7. Représentation schématique des métabolites secondaires produits par les
Pseudomonas fluorescents dans la rhizosphére impliquées dans le contréle biologique des
phytopathogénes (Mishra et Arora,2018).
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IV.1 Sidérophores

Les sidérophores (du grec : « porteurs de fer ») sont définis comme des agents
chélatants spécifiques aux ions ferriques , élaborés par des bactéries et des champignons qui
poussent sous une faible tension de fer (Neilands,1995; Ansari et al.,2017), 11 s’agit de
composés de faible poids moléculaire (400 a 1000 kDa) (Skaar,2010), il est en grande partie
sous une forme insoluble et n'est donc pas disponible pour I'assimilation directe par les
microbes (Saha et al.,2013). La caractéristique majeure des sidérophores est leur tres haute

affinité pour les ions ferriques (Hay et al.,2001).

Les Pseudomonas fluorescents produisent deux sidérophores uniques comme
la pyoverdine (Jimenez et al.,2010) , contiennent un groupe chromophore qui est
responsable de la couleur fluorescente de la molécule (Meyer et al.,2002) et les

pyochelines (Braud et al.,2009).

Les siderophores produits par les Pseudomonas pour la lutte biologique arrétent le Fe
dans la zone environnante des racines et inhibent par conséquent la croissance des
phytopathogénes en limitant la quantité de fer nécessaire a la croissance de ces pathogenes
(Sahu et Sindhu,2011) (Figure 8).

: unavailable
.~ Fe [lll]-siderophore
complex

|

Suppression

& Flyorescent Pseudomonad 3o AN
¥ Siderophore (| >

J -
e Fellll]
3 Fe [lll}-siderophore complex Phytopathoééns

Figure 8. Suppression des phytopathogénes par les Pseudomonas a travers la privation de fer médiée
par les sidérophores (Chaudhari et al.,2017).
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Globalement, et sur la base de la fraction qui donne le ligand d’oxygéne pour
la coordination de Fe (lll), les sidérophores peuvent étre classés en cing catégories :
(1) catécholates, (2) phénolates, (3) hydroxymates, (4) carboxylates et 5) types
mixtes (Miethke et Marahiel,2007) (Figure 9).

Catecholate Type Phenolate Type

‘. (e B

Enterodactin Vibricbactin Yersiniabactin Pyochelin
{omteric tacteds, (Voo sholores) (Yeraivio postis, {Feewdomonas
&W)ccs 0.0 Yersinvg anterocolfica) ISTLGN0ES)
Hydroxamate Type Carboxylate Type
3 COon = . )
wyf W w EE S m
Alcaligin Desfermoxamne B Staphyloferrin A Adhromobadin
(Alcaigenes: dendificans. (Siraplomyces piosus) (Staphyfococcus 2p.) (Envnva chrysantien)
Bordeteln portyssis,
Bordetela dronchisepbca)
Mixed Types
Catecholate- Phenolate- Citrate- Citrate-
Hydroxamate Hydroxamate Catecholate Hydroxamate

ST 2 .-

Heterobacin B Mycobactin T Petrobactin Azrobactin
(Rhodococous (Mycobactenum (Bactlus arthracss, (Enterobacier spp.
erptoropale) wharsdosit) Baclus coraus Escharichia cal
Marnobacter Shigela faxners
bydrocbonsciasivus)

Figure 9. Exemples représentatifs de différents sidérophores et de leurs producteurs
naturels (Miethke et Marahiel,2007).
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IV.2 Enzymes dégrade les parois cellulaires (CWDE)

Certaines souches antagonistes produisent des enzymes lytiques qui peuvent
lyser une partie des parois cellulaires de certains champignons phytopathogénes
(Compant et al.,2005; Zarei et al.,2011) . La Chitinase, la B-1,3 glucanase et la
cellulase sont d’importantes enzymes spécialement dans le contrdle fongique, par
leurs activités deégradatives des composés des parois cellulaires tels que : la chitine,
le B1-6 glucane et les ponts glucosidiques (Lorito et al.,1996).

Le biocontrdle par les Pseudomonas présentent une action hyperparasitaire en
raison de [I'hydrolyse de leur paroi cellulaire par des enzymes compromettant
I'intégrité de la paroi cellulaire et de la membrane cellulaire conduisant a la mort des
phytopathogénes (Chernin et Chet,2002). De plus, ces enzymes sont connues pour
détruire les oospores de ces phytopathogénes fongiques qui affectent la germination
des spores et I'allongement du tube germinatif (Sneh et al.,1984).

Les chitinases sont des enzymes qui degradent la chétine, I'un des composants fongiques
des parois cellulaires, composé d'un certain nombre d'unités de liaisons glycosidiques B-1,4
(N-acétylglucosamine) (Inaoka et al.,2003; Krolicka et al.,2018). Diverses souches
bactériennes comme Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus et Burkholderia produisent des
chitinases (Bhattacharya et al.,2007).

IV.3 Antibiotiques

les agents bioactifs microbiens tels que les antibiotiques sont non seulement bénéfiques
pour les hétes contre divers concurrents microbiens, mais aussi contre d'autres organismes,
notamment les insectes, les parasites et les plantes (Maplestone et al.,1992).

La variété du metabolisme des Pseudomonas fluorescents est basée sur la production
des métabolites antibactériens et antifongiques comme 1’acide phenazine carboxilique (PCA),
le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine (PRN) et la pyolutéorine (PLT)
(Meliani,2012). Ces métabolites secondaires sont actifs vis a vis d’une large gamme de

bactéries et de champignons (Dubuis et al.,2007) (Figure 10).
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Figure 10. Représentation graphique des métabolites de lutte biologique rapportés des
Pseudomonas fluorescents avec leur mode d'action (Mishra et Arora,2018).

IV.3.1 Acide cyanhydrique (HCN)

La cyanogenése chez les bactéries représente en partie la capacité de lutte biologique
des souches qui suppriment les maladies fongiques de certaines plantes. Le cyanure
d'’hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire volatil produit par de nombreux genres

bactériens différents, dont les Pseudomonas (Siddiqui et al.,2006; Ahemad et Kibret,2014).

( 1
\ 28 )
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Selon les facteurs environnementaux, les Pseudomonas fluorescents produisent une quantité
variable de HCN dans la rhizosphére (Schippers et al.,1990; Ahemad et Kibret,2014).

La HCN synthase des protéobactéries (en particulier les Pseudomonas
fluorescents) est une flavo-enzyme liée a la membrane qui oxyde la glycine,
produisant du HCN et du CO2 (Blumer et Haas,2000; Nandi et al.,2017). Le HCN
produit par les Pseudomonas fluorescents a montré une toxicité contre les
phytopathogénes en inhibant le cytochrome c-oxydase (Devi et Kothamasi,2009) et

de plusieurs autres métallo enzymes (Blumer et Haas,2000).

IV.3.2 Phénazines

L'un des traits de biocontrble les plus étudiés des Pseudomonas est 1’antibiotique de
nature phénazinique. Plus de 100 différents dérivés structuraux de la phenazine ont été
reconnus dans des conditions naturelles et 6000 composés ont eté synthétisés comme un

mouvement clé (Mavrodi et al., 2013).

Les phénazines sont des composés hétérocycliques de faible poids moléculaire
contenant de l'azote, de couleur vive et ayant une activité antimicrobienne a large spectre
(Patil et al.,2016) , ce sont des navettes électroniques qui présentent des propriétés redox
uniques (Mavrodi et al.,2006) , identifiés chez les phyla Actinobacteria, Proteobacteria et le

phylum Euréarcheota (Mavrodi et al.,2001).

IIs sont connus pour étre synthétisés exclusivement par des bactéries en
particulier celles appartenant au genre Pseudomonas (Thomashow et al.,1990). Les
exemples les plus étudiés de producteurs bénéfiqgues de phénazine sont P.
fluorescens et P. chlororaphis qui sont responsables de la suppression des maladies

fongiques chez les plantes (Pierson et Pierson,1996).

Les dérivés de phénazine les plus courants produits par les Pseudomonas sont la
pyocyanine (PYC), l'acide phénazinel-carboxylique (PCA), la phénazine-1- carboxamide
(PCN) et plusieurs hydroxy-phénazines (Patil et al.,2016). Les hydroxy-phénazines (HP) ont
un mode d'action complétement différent de celui du PYC, du PCA et du PCN ou il agit
comme chélateur du fer, ce qui le rend indisponible pour les champignons affectant

négativement sa croissance dans un environnement limitant le fer (Briard et al.,2015).
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L'action cumulative de ces phénazines produisant un stress oxydant est plus
importante dans les cellules fongiques pathogenes et les dommages mitochondriaux.
(Chaudhari et al.,2017) (Figure 11).

Phenazines

Damaged
Mitochondria & Cell

\ . m

Figure 11. Action cumulative des phénazines sur les cellules phytopathogénes entrainant un controle
biologique (Chaudhari et al.,2017).

les phénazines traversent la membrane cellulaire du pathogéne et agissent comme un
agent réducteur, interférant avec la chaine de transport d'électrons et générant plusieurs
especes toxiques d'oxygene réactif (radicaux superoxyde et peroxyde dhydrogene)
(Chin-A-Woeng et al.,2003).

Le r6le des phénazines dans I'antagonisme vis-a-vis des phytopathogénes fongiques a
été remarqué au cours du dernier quart du XXe siecle en raison de la préoccupation croissante
concernant les pesticides chimiques et de la sensibilisation a I'agriculture durable et de
I'intérét accru de la recherche pour les phénazines (Chaudhari et al.,2017). Les réles des
phénazines peuvent donc étre multiples - agissant comme un antibiotique contre les agents
pathogenes, étant impliqués dans la physiologie et méme agissant comme un signal

moléculaire (Arseneault et Filion,2016; Guttenberger et al.,2017).

IV.3.3 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG)

Le phloroglucinol est un composé benzénétriol naturel présent dans certaines especes
vegétales et est également produit par différents micro-organismes (Premachandra et
al.,2016). En particulier, le 2, 4-diacétylphloroglucinol (DAPG) est un phloroglucinol
largement étudié produit par des Pseudomonas (Weller et al.,2007; Troppens et al.,2013),
tandis que l'activité de lutte biologique de nombreux isolats de P. fluorescens a été liée a la
production du DAPG (Brazelton et al.,2008).
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La production de DAPG est déterminée par six facteurs structurels : phlA, phIC, phiB,
phID , phlE et phll et trois génes régulateurs : phlF, phlG et phlH (Mandryk-Litvinkovich et
al.,2017; Mishra et Arora,2018). Bien que le groupe de genes biosynthétiques DAPG ait été
conservé parmi la plupart des Pseudomonas fluorescents, mais de nombreuses souches ont

maintenant perdu cette capacité en raison de I'évolution (Moynihan et al.,2009).

Plusieurs études expérimentales affirment que le DAPG est un métabolite antimicrobien
majeur impliqué dans le contrdle biologique des phytopathogénes (Sonnleitner et
Haas,2011). Le DAPG exerce une action antimicrobienne via les dommages a la membrane
plasmique et inhibe la motilité des zoospores chez les oomycétes (de Souza et al.,2003). Le
DAPG induit aussi la résistance systémique chez les plantes, et joue donc le role d’un éliciteur

des phyto-aléxines (Dwivedi et Johri,2003).

I\VV.3.4 Pyrrolnitrine (PRN)
Pyrrolnitrine, est un antibiotique chloré phénylpyrrole , initialement purifié a partir de
Burkholderia pyrrocinia et, par la suite, de Pseudomonas, Myxococcus fulvus, Enterobacter

agglomerans et Serratia sp.(Weller et al.,2016; Parray et Shameem,2019).

L'opéron biosynthétique de PRN est relativement petit (5,5 kb) (Hammer et al.,1997).
Pseudomonas fluorescens se compose de quatre séquences de codage de I'opéron
biosynthétique pyrrolnitrine (prnABCD), pour le tryptophane halogénase (prnA), la
décarboxylase (prnB), I'halogénase (prnC) et pour la monodychloro-aminopyrrolnitrine et

I'oxydase (prnD) (Parray et Shameem,2019).

Des dérivés chimiques du PRN connus sous le nom de phénylpyrroles sont produits au
niveau commercial et utilisés avec succeés pour le traitement des semences et du feuillage pour
se protéger contre les phytopathogénes fongiques. Le fludioxonil, un analogue du
phenylpyrrole, est efficace et utilisé contre plusieurs phytopathogenes fongiques (Kilani et
Fillinger,2016).

Le mécanisme d'action de la pyrrolnitrine implique une attaque initiale sur la membrane
cellulaire, en interagissant avec les phospholipides qui altére la perméabilité de la membrane
cellulaire, puis elle inhibe la synthése des protéines et des acides nucléiques dans la cellule,
entrainant ainsi la mort des microbes (Chaudhari et al.,2017). Le PRN est également signalé
comme un inhibiteur moins puissant de la chaine de transport d'électrons chez les

phytopathogénes (Wong et Airall,1970).
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IV.3.5 Pyolutéorine (PLT)

La pyolutéorine (PLT) est un métabolite secondaire de polycétide aromatique composé
d'un cycle résorcinol lié a un groupement pyrrole bichloré (Bender et al.,1999), a été tout
d'abord isolé de P. aeruginosa et ensuite d'autres Pseudomonas fluorescents (Nowak-
Thompson et al.,1997), ceux qui suppriment les maladies des plantes causées par des
champignons phytopathogénes (Maurhofer et al.,1994). Le groupe de genes Plt ABCDEFG
est requis pour la biosynthése des PLT (Nowak-Thompson et al.,1999).

Le rble différentiel de PLT dans le contréle biologique est di a la population
bactérienne différentielle et aux modeles temporels d'expression et de production du géne Plt
dans la rhizosphére et la spermosphere de différents hotes végétaux (Kraus et Loper,1995),
elle fonctionne également comme un auto-inducteur et signal intercellulaire entre des
populations distinctes de cellules bactériennes cohabitant dans la rhizosphére (Brodhagen et
al.,2004).

IV.3.6 Composés Lipopeptidiques (CLP)
Une large gamme de biosurfactants structurellement différents a été identifiée a ce jour,
y compris les glycolipides, les lipopeptides, les polysaccharides, les protéines et les

lipoprotéines, ou leurs mélanges (Muthusamy et al.,2008).

Les Pseudomonas ayant un potentiel de lutte biologique sont connues pour produire des
biosurfactants lipopeptidiques (LP) qui sont composeés de queues lipidiques liées a un
oligopeptide linéaire ou cyclique court. Parmi les LP, les lipopeptides cycliques (CLP) sont
composeés d'une queue d'acide gras reliée a un oligopeptide court, qui est cyclisé pour former
un cycle lactone entre deux acides aminés dans la chaine peptidique (Raaijmakers et
al.,2006; Raju et al.,2016) .

CLPs sont produits par nombreuses Pseudomonas spp. Associées aux plantes, telles que
P. fluorescens et P. putida (Nybroe et Sgrensen,2004). Ce sont biosynthétisees par les
peptides synthétases non ribosomiques (NRPS) (Baltz,2014). Sur la base des différences
structurelles, les CLP produits par les Pseudomonas sont la viscosine, I'amphisine, la
tolaasine, la syringomycine, larthrofactine, les putisolvines | et II, l'orfamide, les
pseudodesmines A et B, etc (Kruijt et al.,2009).
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Les CLP ont recu une attention considérable pour leurs propriétés antimicrobiennes,
cytotoxiques et tensioactives. Les CLP produits par les Pseudomonas jouent un role
important dans [l'activité antimicrobienne, la motilité et la formation de biofilm
(Nielsen et al.,2002), peuvent agir comme des antibiotiques a large spectre, causant
des dommages aux membranes entrainant la mort de bactéries, champignons,

oomyceétes et virus phytopathogenes (Tapadar et Jha,2013).

IV. 4 Quorum sensing

Quorum sensing est le systeme de régulation de la réponse de l'expression des
génes en fonction de la variation de la densité de la population cellulaire (Fuqua et
al.,1994; Kim et Yeon,2018). C’est un processus de communication chimique
bactérienne de cellule a cellule qui repose sur la production, la détection et la
réponse a des molécules de signalisation extracellulaires appelées auto-inducteurs
(Mion et al.,2018; Mukherjee et Bassler,2019). Ces molécules, dites molécules
signal, sont des composeés organiques de faible poids moléculaire qui présentent une

diversité fonctionnelle et chimique (Visick et Fuqua,2005).

Les bactéries Gram-positives et Gram-négatives utilisent des circuits de
communication a quorum sensing pour réguler un large éventail d'activités
physiologiques. Ces processus comprennent la symbiose, la virulence, Ila
compétence, la conjugaison, la production d'antibiotiques, la motilité, la sporulation
et la formation de biofilm. En général, les bactéries a Gram négatif utilisent des
homosérines lactones acylées comme auto-inducteurs, et les bactéries a Gram positif
utilisent des oligopeptides transformés pour communiquer (Miller et Bassler,2001;
Romero et al.,2011).

Les AHL sont synthétisés dans des bactéries par un membre de la famille des protéines
Luxl et diffusés a I'extérieur et a l'intérieur des bactéries. Lorsque la concentration d'AHL
augmente et atteint un seuil en raison de lI'accumulation d'AHL dérivée de chaque cellule
bactérienne, les protéines récepteur AHL appartenant a la famille des protéines LuxR se lient
a I'AHL et régulent I'expression de nombreux genes (Miller et Bassler,2001). Plusieurs
especes de Pseudomonas produisent des homosérines lactones acylées qui contrélent des
fonctions importantes, notamment la pathogénicité et la promotion de la croissance des
plantes (Venturi,2006)
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Une large gamme de bioactivité et d'applicabilité a laissé un impact sur le
chercheur pour augmenter la productivité de la phénazine du laboratoire a la
production a I'échelle de fermentation en utilisant un producteur potentiel de
phénazine  (Chincholkar et Thomashow,2013). Les phénazines sont des
antibiotiques hétérocycliques azotés sécrétés par Pseudomonas spp., Possédant une
activité a large spectre (Kumar et al.,2005). Leurs role est dans le contréle
biologique d'un certain nombre de phytopathogenes (Park et al.,2011), cette
propriété a été démontré dans plusieurs études notamment Jain et Pandey(2016) et
Tagele et al.(2019) .

V.1 Choix de souche

Dans le but d’obtenir des isolats de Pseudomonas, Jain et Pandey(2016), ont isolés la
bactérie Pseudomonas chlororaphis GBPI 507 du sol de la rhizosphere de blé du village de
Lata dans le Dist. Chamoli, Uttarakhand, Inde. Cette souche est poly-extrémophile qui
possede divers caracteres importants pour la considérer comme un agent potentiel pour les
applications sur le terrain, en particulier dans les écosystémes de montagne, pour une

production agricole durable et respectueuse de I'environnement.

Dans les travaux de Tagele et al.(2019), la souche Pseudomonas chlororaphis subsp.
aurantiaca KNU17Pcl a été isolée du sol de la rhizosphére de mais comme décrit par
Egamberdieva et al.(2015) en 2017 dans la province de Gangwon (37 © .86°98.83°’N, 127 °
.75°07.82°E), Corée du Sud. Cette souche a été choisie grace a leur puissante activité in vitro

contre Rhizoctonia solani AG-1 (1A).

V.2 Activité antimicrobienne

Afin de sélectionner des isolats de Pseudomonas a pouvoir antagoniste vis-a-vis
déférentes souches phytopathogenes choisies. Jain et Pandey(2016), ont effectué le test de
confrontation in vitro aprés I’extraction de métabolite secondaire désiré. Une activité
antimicrobienne maximale contre toutes les bactéries de test sauf Escherichia coli, ou
Iinhibition maximale a été enregistrée pour I'extrait dissous au butanol. En cas
d'actinomycetes, une inhibition maximale de 3,7 mm et 2,8 mm pour Nocardia tenerifensis et
Streptomyces sp, respectivement, a été enregistrée par un extrait dissous dans du méthanol
(Figure 12).
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Dans les études de lutte biologique, Alternaria alternata a été inhibé au maximum par le
GBPI 507 (62,25%) suivi par Phytophthora sp. (56,00%) (Figure 13). Cependant , Tagele et
al.(2019) ont teste le potentiel antifongique de la souche KNU17Pcl qui montre une
inhibition de la croissance de Rhizoctonia solani AG-1(IA) avec une forte activité
antifongique contre toutes les souches testées dont I’inhibition maximal de la croissance est
vis-a-vis Alternaria alternate (KACC43921) et Colletotrichum dematium (KACC40013)
(Figure 14) (Tableau 3).

Figure 12. Activité antimicrobienne de l'extrait de benzene séché dans divers solvants. (A) B.
Subtilis (B) B. Megaterium (C) Streptomyces sp. (D) N. Tenerifensis ; C = control, EA = éthyle
acétate, Bz = benzéne, Met = méthanol, But = butanol (Jain et Pandey,2016).
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Figure 13. Activité de lutte biologique de P. chlororaphis GBSO7 contre Aletrnania alternata (A)
Fusarium oxysporum (B) Phytophtora sp (C) et, Fusarium solant (D) (Jain et Pandey,2016).

Figure 14. Activité antifongique de la souche KNU17Pcl de Pseudomonas chlororaphis contre
différents phytopathogénes a partir du test de double culture (métabolites diffusibles) : (A) A.
Alternate, (B) C. dematium, (C) C. gloeosporioides, (D) F. graminearum, (E) F. oxysporum f.sp.
melonis, (F), F. subglutinans, (G), P. capsici, (H) R. solani AG-1 (IA), (1) S. lycopersici (Tagele et
al.,2019).
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Tableau 3. Activité antifongique de Pseudomonas chlororaphis KNU17Pcl (Tagele et al.,2019).

Pathogeéne cible Pourcentage de zone d’inhibition (mm)? (signifier + SE)
Diffusible Volatile
Aletrnania alternate 45.4 +2.4° 48.7+1.2%
Rhizoctonia solani AG- 35.9 +0.9% 89.2 +4.2°
1(1A)
Fusarium subglutinans 355+ 1.2« 33.9+0.9°
Fusarium graminearum 35.1+0.7¢ 29.6 +0.7¢
Phytophtora capsici 41.0 +0.8%¢ 46.8 + 2.1
Colletotrichum dematium 454 + 1.3 45.8 + 1.6¢
Fusarium oxysporum f.sp. 43.9 +1.0%® 19.1+0.9f
melonis
Colletotrichum 37.8 +1.3¢ 51.9 +0.8°
gloeosporioides
Stemphylium lycopersici 39.1 + 2,2bcd 76.2 + 3P

— 2 Les valeurs sont des moyennes de trois réplications.

— P L'activité antifongique déterminée a I'aide d'un test en double culture.

— ¢ L'activité antifongique déterminée a l'aide de dosages de métabolites volatils (dosages sur boites
de Pétri divisées).

— Les moyennes suivies de la (des) méme () lettre (s) dans une colonne ne sont pas significativement
différentes (p < 0,05), DMRT.

V.3 Production, extraction et identification de phénazine

Afin d’optimiser les facteurs qui influencent la productivité de phénazine, Jain et
Pandey(2016), ont testé 3 déférents milieux de culture pour la production de métabolite
secondaire y compris le bouillon TY (1% de glycérine) , le milieu King B et le milieu de sel
minéral (MSM). lls ont détecté un pigment orange produit par la bactérie dans le milieu qui
était indicateur de la production de métabolites. La production maximale de ce métabolite a
éteé realisée sur le milieu MSM (avec une DO maximale = 3,52 au 4e jour d’incubation). La
production a été également observée a trois températures différentes dans le bouillon MSM
dont la production de métabolite a été trouvée plus élevée a 25 ° C ainsi qu'a 20 ° C par
rapport a 14 ° C (Figure 15).
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L’extraction de métabolites a été réalisée selon le protocole de Mezaache-Aichour et al
(2012), par I‘utilisation de HCL et le benzéne. L'extrait brut sec était remis en suspension
dans de l'acétate d'éthyle pour I’étude de la caractérisation. Ce dernier a été chromatographié
sur des plaques de CCM (gel de silice 60 r2ss, Merck, Allemagne) en utilisant de l'acétate
d'éthyle / hexane (3:2) comme phase mobile. Les plaqgues CCM ont été développées et
visualisées sous lumiere UV (254 nm). Les emplacements correspondant aux taches qui
absorbaient la lumiere a 254 nm ont été rayés de la plague CCM de gel de silice et élués dans
du méthanol. Une purification supplémentaire de I'extrait brut a été réalisée par
Chromatographie sur colonne de gel de silice en utilisant de I'acétate d'éthyle et du méthanol
comme phase mobile. Les fractions éluées par CCM et les fractions de gel de silice ont été
analysées par balayage en utilisant le spectrophometre Ultrospec 2100 pro UV / Vis pour une
absorbance maximale. Un spectre Ultraviolet-visible de phénazine standard (Sigma, US)
dissoute dans de l'acétate d'éthyle a été utilise comme référence pour I'identification
préliminaire du métabolite secondaire. Pour une identification plus approfondie, I'extrait de
benzene séché dissous dans du chloroforme a été soumis a une analyse GC-MS sur GCMS-
QP2010 ultra (Shimadzu) avec de I'hélium comme gaz porteur et le spectre de masse d'impact
électronique (EI) des ions parents a été enregistré. Le spectre du composé a été comparé aux

spectres de masse standard de la bibliotheque NIST et Willey.

L'extrait de benzene séche de couleur orange aprés dissolution dans l'acétate d'éthyle a
montré une absorbance caractéristique a 260 nm et 362 nm. Les plaques de CCM du composé
extrait au benzene et de I'extrait séché dissous dans l'acétate d'éthyle présentaient une seule
tache avec une valeur Rf de 0,59 sous lumiére UV. Une absorbance similaire du composé

purifié dans des fractions éluées apres chromatographie sur gel de silice a été enregistrée.

Le métabolite extrait a été identifié comme un dérivé de la phénazine en comparant le
spectre UV-vis du métabolite purifié avec la phénazine standard (Figure 16). Enfin, le dérivé
de la phénazine a été confirmé par analyse GC-MS qui a montré un pic de base a 180 m/z 1
et une série de pics de fragments moins abondants dans son spectre de masse. La GC-MS
suivie de la recherche dans les bibliothéques du NIST et de Willey a proposé le composé
antagoniste comme un dérivé d'acide carboxylique de la phénazine avec un poids moléculaire
de 224 Da (Figure 17).
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Figure 15. (a) OD362 de surnageant de culture dans trois milieux différents jusqu'a 5
jours d'incubation (b) Production de métabolite a trois températures différentes dans du
milieu MSM (Jain et Pandey,2016).
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Figure 16. (a) Plague CCM montrant un seul point d'extrait séché du métabolite (A) dissous dans de
l'acétate d'éthyle, (B) extrait de benzéne brut, (b) spectre UV-vis de l'extrait de benzene séché dans
l'acétate d'éthyle. Le spectre UV-vis de la phénazine standard (i) et de la fraction éluée d'acétate
d'éthyle de la colonne (ii) est indiqué dans I'encart (Jain et Pandey,2016).
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Figure 17. Spectre de masse GC-El du composé antimicrobien de P. cholororaphis GBPI
507 (Jain et Pandey,2016).
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Alors que Tagele et al.(2019) ont examiné 1’extraction de 2 types de phénazine y
compris phenazine-1-carboxylic acid (PCA) and 2- hydroxy-phenazine-1-carboxylic acid (2-
OH-PCA) a partir de la souche KNU17Pcl cultivée dans sept milieux différents dont la
production maximal est sur le bouillon DPPP suivi du bouillon TSB par contre le minimal
production a été signalé dans le milieu king B. La production de PCA et de 2-OH-PCA par
KNU17Pcl a été testée lorsque la culture bactérienne de chaque milieu testé a atteint la méme
D.O. La quantité maximale de PCA et de 2-OH-PCA a été enregistrée dans le bouillon PPMD
(101,8 pg / mit et 9,5 pg / ml? respectivement) suivi du bouillon TSB (87,4 pg / mlet 5,6
ug / ml? respectivement). En revanche, une quantité plus faible de PCA et de 2 OH-PCA a
été enregistrée dans le milieu King B (5,8 ug / ml ~*et 0,5 pg / ml ~ %, respectivement) (Figure
18).
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Figure 18. Production de (A) PCA et (B) 2-OH-PCA de la souche KNU17Pc1 cultivées dans sept
milieux liquides différents (Tagele et al.,2019).

La formulation d’un inoculant est un processus crucial en plusieurs étapes qui devrait
entrainer une ou plusieurs souches de micro-organismes incluses dans un porteur approprie,
fournissant un environnement sdr pour les protéger contre des conditions souvent difficiles
pendant le stockage et la conservation, assurant la survie et 1|’établissement apres
I’introduction dans les sols (Herrmann et Lesueur,2013). Cette étape peut déterminer le

succes ou I'échec d'un agent biologique (Arora et al.,2010).
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L'ingrédient actif dans les biopesticides est d'origine biologique, il devient donc trés
difficile de la maintenir en vie tout au long du traitement et du stockage. Une fois que I'lA
devient non viable, la formulation ne montre pas l'activité pesticide prévue. Ces limitations
associées aux biopesticides peuvent étre surmontées en utilisant de nouvelles formulations
basées sur la nanotechnologie, telles que les nanoparticules polymeéres (NP), les nano-
émulsions, les NP a base de lipides, etc., qui devraient réduire leur concentration dans le sol
et, en fin de compte, aider & minimiser la toxicité des pesticides pour I'homme et
I'environnement (Kaushik,2004; Glare et al.,2012).

Les bioformulations sont des matériaux biologiquement actifs contenant un ou plusieurs
microbes bénéfiques ou leurs métabolites, immergés dans des matériaux de support rentables,
qui sont appliqués pour stimuler le développement et la fertilité des plantes, et pour surmonter
les phytopathogeénes (Catherine,2014; ljaz et al.,2019). Une définition opérationnelle d'une
bio-formulation doit inclure un composant actif, une substance porteuse et un additif. Le
composant actif est généralement un organisme viable ; il peut s'agir d'un microbe fonctionnel
ou d'une spore, et sa subsistance pendant la période de conservation est indispensable pour un

développement efficace de la formulation (Hynes et Boyetchko,2006).

Des biopesticides bactériens ont été produits dans des formulations seches, telles que les
poudres mouillables et granulés, ainsi que dans des concentrés liquides pour répondre a des
besoins spécifiques du marché (Jackson,2017). La procédure consiste a stabiliser la viabilité
des cellules dans une suspension en phase liquide maintenue sous réfrigération ou congelée en
présence de substances cryoprotectrices, ou sous forme de produit déshydraté (Montesinos et
Bonaterra,2017) . Il existe plusieurs procédures de séchage de microorganismes adoptés a
I’échelle industrielle, y compris la lyophilisation , la fluidisation (Coulibaly et al.,2011),
I’atomisation (Geller et al.,2011).

La lyophilisation des Pseudomonas spp. fluorescents sous forme de poudre rend plus
économiqgue sa conservation, son transport et sa commercialisation (Jean-Noel et al.,2015),
La lyophilisation comporte généralement trois étapes : la congélation, la sublimation et la
dessiccation secondaire (Coulibaly et al.,2011). La technique consiste a 6ter I'eau d'un
produit liquide, pateux ou solide, a I'aide de I'action combinée du froid et du vide. Le principe
de base est que lorsqu'on réchauffe de l'eau a I'état solide a tres basse pression, l'eau se
sublime, c'est-a-dire qu'elle passe directement de I'état solide a I'état gazeux (De Beer et

al.,2006) . La vapeur d'eau (ou de tout autre solvant) quitte le produit et on la capture par
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congélation a l'aide d'un condensateur ou piége. Cette technique permet de conserver a la fois
le volume et l'aspect du produit traité. Elle peut avoir lieu naturellement (sechage en
montagne), ou, plus rapidement, dans un lyophilisateur (Chouvenc et al.,2004). L’utilisation
de cryoprotecteurs au cours de la lyophilisation et d’antioxydants pendant le stockage
augmente sensiblement le taux de viabilité de ces cellules (Coulibaly et al.,2010).

Les résultats de Benoussaid et al.(2018) ont démontré que 1’utilisation des souches de
Pseudomonas fluorescents lyophilisées avec ou sans cryoprotection dans le biocontréle de la
fusariose vasculaire de la tomate a donné presque les mémes résultats qu’avec les souches
fraichement cultivées. lls ont considéreront que la lyophilisation est une technique préconisée
dans le cas des Pseudomonas fluorescents vue que c’est une conception appropriée pour la
production de cultures bactériennes concentrées, établie pour préserver les microorganismes
en gardant leurs viabilités et efficacités avec l'avantage de stabilisation de 1’état du matériel
biologique séché, pour des éventualités de conservation et de stockage aux températures
ambiantes, pour de longues périodes, ajoutant les facilités de transport et de manipulation.
Pour que la lyophilisation soit prioritaire et recommandée aux souches de Pseudomonas
fluorescents, par rapport aux autres traitements physiques préexistants, il est suggéré d’assurer

une cryoprotection adéquate avant le processus de lyophilisation.

I’encapsulation également est une méthode de formulation de cellules microbiennes,
dont les cellules sont mélangées a un matériau matriciel tel que des polysaccharides
gélatinisés ou émulsionnés dans un matériau lipidique qui est finalement dilué et séché par
atomisation pour obtenir les particules désirées. Au niveau industriel et afin d'obtenir un
produit a faible codt, la méthode préférée est le séchage par atomisation ou en lit fluidiser

(Montesinos et Bonaterra,2017).

Les biopesticides eux-mémes peuvent étre produits commercialement pour une
application agricole en tant qu'antibiotiques. Un exemple est l'utilisation commerciale de
I'acide phénazine-1-carboxylique, étiqueté « Shenginmycin » en Chine, avec la Wuhan Agri-
Soul Chemical Ltd comme fabricant, en raison de sa capacité a inhiber la croissance des

champignons pathogenes des plantes (Liu et al.,2016).

Pseudomonas fluorescents a toujours joué un réle important dans le développement des
biopesticides et des biofertilisants depuis 1’existence de systémes de production agricoles plus
durables. Cependant, par rapport au volume de recherche qui a été effectué avec ces bactéries,

peu de souches ont été développées avec succes en produits commerciaux pour le biocontréle
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et la biostimulation des plantes (Yanes et Bajsa,2016). Le manque de cohérence dans les
performances sur le terrain des bioproduits a base de Pseudomonas, dans différentes cultures
et conditions, est une limitation pour son application commerciale (Figueiredo et al.,2010;
Panpatte et al.,2016) . Dans certains cas, il existe un écart entre les résultats obtenus dans des
conditions de laboratoire controlées et ceux obtenus sur le terrain (Khalid et al.,2004).

L'échec des formulations de protection a base de micro-organismes dans des conditions
de terrain a été expliqué par leur faible stabilité, avec une persistance et une résistance
limitées, mais pas par un manque d'efficacité (Dorn et al.,2007). Ce phénomeéne peut parfois
s'expliquer par la régulation complexe de certaines activités liées au biocontréle comme la
colonisation, la production de métabolites actifs, qui dépendent fortement des conditions
environnementales. Dans certains cas, la nécessité de I'inoculation avec une population élevée
de I'agent de lutte biologique, afin de parvenir a un contréle efficace de I'agent pathogéne, est
également un facteur limitant (Yanes et Bajsa,2016).

Pour le succés de la lutte biologique, il faut assurer non seulement la qualité de I'agent
de lutte biologique applique, mais aussi son établissement dans I'écosysteme naturel pour

prospérer et bien rivaliser avec les agents phytopathogenes (Panpatte et al.,2016).

L'approbation des pesticides microbiens pour la commercialisation nécessite des
dossiers détaillés contenant des données scientifiques sur l'identité des micro-organismes, les
propriétés biologiques, I'efficacité, les méthodes analytiques spécifiques, les résidus, la
tracabilité et les effets néfastes potentiels sur la santé humaine et les organismes non ciblés.
Dans I'Union européenne, I'enregistrement et l'autorisation des pesticides microbiens en tant
que produits phytopharmaceutiques dépendent de la direction de la santé et de la sécurité
alimentaire et sont régis par la directive 2009/128 / CE et le reglement 1107/2009 / CE. Aux
Etats-Unis, l'autorisation est réglementée par I'Environmental Protection Agency. En outre,
des exigences spécifiques peuvent changer lorsqu'une demande d'autorisation considere le
micro-organisme comme un biocide ou un exhausteur de plantes. Par conséquent, la
disponibilité des biopesticides commerciaux dépend des réglementations spécifiques de

chaque pays (Montesinos et Bonaterra,2017).
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Anderson et

Kim(2018),

ont numérisés des exemples des biopesticides

commercialisés issus de Pseudomonas chlororaphis (Tableau 4).

Tableau 4. Liste des produits des souches de Pseudomonas chlororaphis commercialisés comme
biopesticides (Anderson et Kim,2018).

légumes

Nom commercial Nom de Ravageurs ciblés / effet Sociéte
souche d’enregistrement
AtEze 63-28 La tige et la racine EcoSoil Systems, Inc.,
pourrissent dans les légumes CA, USA
Tache du dollar, EcoSoil Systems, Inc.,
BioJect Tx-1 anthracnose, pythium, CA, USA
moisissure rose des neiges
dans le gazon
Agents pathogénes transmis | BioAgri AB, Sweden
Cedomon MA342 par les semences dans l'orge
et l'avoine
Agents pathogénes transmis | BioAgri AB, Sweden
Cerall MA342 par les semences dans le
blé, le seigle et le triticale
Pois Ascochytain et BioAgri AB, Sweden
Cedress 06 Acrothecium carotae
transmis par graines sur les
carottes.
Nématodes a galles HyunNong Inc., South
NematoKill 06 Korea
Pucerons HyunNong Inc., South
ItaEpi 06 Korea
Engrais microbien HyunNong Inc., South
Bastapa 06 favorisant la croissance des Korea
plantes pour les légumes
Engrais microbien / HyunNong Inc., South
O6 mixeé avec | inducteur de résistance aux Korea
Helper Plus la souche de | maladies
Bacillus sp. | Engrais microbien pour
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I. Objectif

Notre travail consiste a la recherche de la production de métabolites sécondaires a effet
antibiotiques de nature phénaziniques de quelques souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
a été réalisé dans laboratoire de phytopathologie a I’université de Blida 1.

Durant une période allant du mois Février jusqu’a mi-mars 2020.

1. Materiel
1.1 Matériels biologique

11.1.1 Les souches de Pseudomonas spp. fluorescents

Des travaux antérieurs ont permis d’isoler 20 souches bactériennes issues de sol
rhizosphérique de la tomate présentant les caractéristiques morphologiques et biochimiques

des Pseudomonas spp. fluorescents.
11.1.2 Les bactéries phytopathogenes

Deux souches bactériens prevonnant de laboratoire de phytopathologie de I’université de
BLIDAL appartenant au genre Erwinia (E3 et E2x).

1.2 Materiels non biologique

Nous vaons utilise comme materiels non biologiques : le milieu de culture King B, les

verreries et les apperiellages.
I11. Meéthode et résulats

La pureté des souches bactériennes de Pseudomonas a été vérifiée sur le milieu King B
en realisant plusieurs repiquages successifs. L’activité antimicrobienne de ces souches a été
testée vis-a-vis des bactéries provenant du laboratoire de phytopathologie de 1’université de
BLIDA 1. 1l s’agit de deux souches appartenant au genre Erwinia (E3 et E2x). Des disques de
papier wathman imprégneés dans la creme bactérienne de Pseudomonas agée de 24 h ont été
déposés a la surface d’un milieu de culture King B préalablement ensemencés par les
bactéries phytopathogenes puis incubés a 25 °C. Cette technique a été réalisée en trois

répétitions.

Les résultats de test de I’activité antagoniste in vitro, réalisé par les 20 souches
de Pseudomonas spp. fluorescents vis-a-vis les 2 isolats bactériens montrent que 5

souches sur un total de 20 ont manifesté des activités antagonistes vis-a-vis

(=)
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uniquement de d’isolat E3 avec des taux variables. La meilleure zone d’inhibition
était de 11.3 mm enregistrée par les souches Ps3 et Psl13. Aucune activité

antagoniste n’a été enregistrée vis-a-vis de 1’isolat E2x (Tableau 5) (Figure 19).

Tableau 5. Activité antibactérienne des souches de Pseudomonas spp. fluorescents (Original, 2020).

Pseudomonas spp. Moyenne de trois répétitions de zone d’inhibition (mm)
fluorescents
E3 E2x
Ps1 9,3 0
Ps2 10 0
Ps3 11,3 0
Ps13 11,3 0
Ps15 9,6 0

Figure 19. Résultats de confrontation des souches de Pseudomonas spp. fluorescent vis-a-vis la
souche bactérienne E3: (A) Ps1-E3, (B) Ps2-E3, (C) Ps3-E3, (D) Ps13-E3, (E) Ps15-E3 (Original,
2020).
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En conclusion, notre travail a permis d’étudier des métabolites secondaires de
Pseudomonas spp. fluorescents pour leurs propriétés de biocontréle des maladies des plantes.
Ces bactéries ont fait I’objet d’explorations suppressives de nombreuses maladies causees par

les phytopathogénes notamment les champignons et les bactéries.

Les Plant Growth Promoting Rhizobacteria (dans notre étude les Pseudomonas spp.
fluorescents) ont été appliqués avec succes pour contréler les agents pathogénes végétaux sur
différents pathosystémes en raison de leur capacité a produire des métabolites secondaires tels
que les antibiotiques, I’induction de la résistance systémique dans la plante héte, et / ou la
compétition pour les niches et les nutriments. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont trés
appropriés pour développer les inoculants de marché, car ils sont abondants dans le sol et les
racines, peuvent employer une variété de sources de carbone, ont un taux de croissance élevé,
peuvent étre introduits dans la rhizosphere par la bactérialisation des graines, et sont propices

a la manipulation génétique.

Plusieurs études ont été décrites que les souches de Pseudomonas spp fluorescents qui
ont manifesté un pouvoir antagoniste in vitro, vis-a-vis de bactéries et de phytopathogénes
fongiques, ce sont en effet révélés producteurs de metabolites secondaires a effet
antimicrobienne tels que les antibiotiques de nature phénazinique et d’autres composés
antimicrobiens. Leur production dépend non seulement des souches mais aussi de facteurs

physico-chimiques et de protocole d’extraction et d’identification de ces molécules.

Les perspectives qui résultent de ce travail sont nombreuses. D’un point de vue
d’application agricole, Il est nécessaire de confirmer les résultats des recherches in vitro par
I’é¢tude de la production de métabolites ciblés sous serre et en plein champ et de voir leur
potentiel pour une utilisation comme un biopesticide afin d’éviter les pesticides de syntheése.
Les difficultés de formulation et d’application, ainsi que des problemes relatifs a la
manutention et principalement le colt de ces microorganismes sont parmi les obstacles ayant

retardé leur vulgarisation.

Il serait aussi souhaitable de sélectionner et d’identifier d’autres métabolites secondaires
produits par des Pseudomonas plus performante et de poursuivre les études sur les propriétés
biologiques de ces composés et comprendre leurs mécanismes d’action pour éviter le

probléme de la résistance aux antibiotiques.

Il serait plus intéressant de poursuivre 1’activité antimicrobienne des Pseudomonas spp.

fluorescents vis-a-vis une large gamme des bactéries phytopathogenes.
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