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RESUME

L'objectif de notre travail est la mise en évidence de la capacité de souches 

de Pseudomonas fluorescens à coloniser efficacement la rhizosphère des plantes 

cultivées. Cette étude a été réalisée en trois parties principales : la première porte

sur la compétence rhizosphérique des souches de Pseudomonas fluorescens en 

interaction avec onze génotypes appartenant à quatre genres végétaux différents 

(Tomate, Orge, Blé dur, et Haricot). La deuxième partie porte sur l’étude de la 

croissance et la production de biomasse et de métabolites secondaires par les 

souches de Pseudomonas fluorescens en croissance sur différents milieux de 

culture liquide soumis à différentes conditions de pH et de température. La 

troisième partie porte sur la modélisation de la croissance et de la production de 

métabolites secondaires sur microcosme et sur milieu de culture liquide.

La bactérisation des plantules dans les différents microcosmes, a montré 

un seuil de colonisation rhizosphérique appréciable “1013 CFU / g de sol“.

Dans l’essai du suivi de la croissance sur différents milieux de culture 

liquide, nous avons observé des différences de croissance des souches de 

Pseudomonas fluorescens sur les trois milieux de culture utilisés. plusieurs 

éléments minéraux (FeSo4, EDTA, CuSo4) se sont avères être significativement 

influent sue la croissance et la production de sidérophores des deux souches de 

Pseudomonas étudiés. 

la modélisation a permis de prédire des tailles des populations importantes 

qui furent cohérentes avec nos résultats d’expérimentation et ont permis 

d’exprimer certaines critiques quant à une éventuel utilisation de ces modèles 

pour des études routinières de laboratoire, portant sur le monitoring des 

populations bactériennes en croissance sur microcosmes ou sur bioréacteurs.

Mots clés : Compétence rhizosphérique, Pseudomonas spp. .fluorescents, 

Microcosme, Sidérophores, modélisation.



ABSTRACT

The aim of our work is the demonstration of the ability of Pseudomonas 

fluorescens strains to efficiently colonize the rhizosphere of plants. This study was 

conducted in three main parts: the first one was conducted on the Pseudomonas 

fluorescens rhizospheric competence in interaction with eleven genotypes 

belonging to four different plant genera (Tomato, Barley, Durum wheat, and 

beans). The second main part, concerns the study of the growth and production of 

biomass and secondary metabolites “sidérophores” by Pseudomonas strains 

grown in different liquid media, exposed to different levels of pH and temperature. 

The third part focuses on the modeling of bacterial growth in microcosm and liquid 

culture medium.

The bacterisation seedlings in the microcosms, showed that applied 

rhizobacteria strains are characterized by a high level of rhizospheric colonization, 

reaching 1013 CFU / g of soil, despite their plant origin. Therefore, we found a high 

levels of colonization in the rhizosphére onto the different root network of studied 

plants.

In the trial of monitoring the growth of Pseudomonas fluorescens strains on

different liquid culture media, we observed a better growth rate on succinate 

culture medium with an optimal growth reached at different points of temperature 

and pH.

For testing growth on different culture media supplemented each one with a 

specific mineral compound, several minerals were founded to be significantly 

influencing the growth and sidérophores synthesis.

For the third part of our work, mathematical modeling of equations 

quantifying (1) the effect of available substrate present in the soil solution and the 

dynamic of growth in microcosms; (2) and onto liquid culture medium, (3) and the 

kinetic of product synthesis "sidérophores" in function of time, have been checked 

and predictions of population sizes were carried out and compared with our 

experimental data.



Those comparisons permitted to find out some consistent results with our 

experimental results and an allowed us to express some criticism about possible

use of these models for routine monitoring of bacterial populations growth on 

microcosms and bioreactors.

Keywords: Rhizospheric competence, Pseudomonas spp. Fluorescents, 
Microcosms, Siderophores, modeling. 



الملخص

Pseudomonas .عزلات بعض قدرات و ةیفعال إبراز ھو ةیبیالتجر دراستنا من الأساسي الغرض spp 

fluorescents الجزء الأول یتناول قدرة عزلتین من. على استعمار المجمع الجذري لعدد من النباتات

Pseudomonas spp. fluorescents  الشعیر، القمح الصلب ،الطماطم ٫نباتیة  أصنافأربعت  تعمیرعلى، 

وكذلك لإبراز قدرات ھده البكتیریا في تعمیر المجموع ) بكتیریا+ نبات ( في أوساط مصطنعة تركیبیة . الفاصولیا

الجزء الثاني یتعلق باستعمال العزلات  البكتیریة لدراسة النمو وإنتاج الكتلة الحیویة و الا یضیة الثانویة في . الجدري

ریاضیة حسابیة الجزء الثالث یركز على تطبیق نماذج .نمو مختلفة ظروفوساط سائلة مصطنعة تركیبیا وضعت في أ

وأوساط مصطنعة سائلة) بكتیریا+ نبات ( لنمو البكتیریا في أوساط مصطنعة تركیبیة 

بالرغم من غ من التربة و ذلك cfu/ 1013دراسة مستوى اعمار عزلات  ــ اظھر مستویات تجاوزت 

تلك العزلاتأصول  اختلاف

بالنسبة لرصد نمو سلالات البكتیریة على مختلف ألاوساط السائلة المصطنعة تركیبیا ، لاحظنا معدل نمو 

.مع نموٍ أمثل تم التوصل إلیھ في نقاط مختلفة من الحرارة ودرجة الحموضة للسلالتین Succinate أفضل في وسط

أوسائط نمویھ تختلف بعضھا بعضً بزیادات مركب معدني محدد، وجدت أن أظھرت اختبارات النمو على 

.العدید من ھذه المعادن لھا تأثیر بشكل كبیرو مباشر على النمو وإنتاج المركبات ألثانویة

الریاضیة لمعادلات قیاس تأثیر  الدراسة الریاضیة الافتراضیةبالنسبة للجزء الثالث من عملنا، اضھرت 

النمو في الأ وساط  تیاكدینامیالكیمیاءیھ المتاحة والموجودة بشكل حرفي محلول التربة، و كذلك تركیزالعناصر 

 الثانویةعلى مدى تشكیل المركبات الإیضیھ  أثرھا، و  الصلبةو  السائلة) بكتیریا+ نبات ( المصطنعة التركیبیة 

لبیانات التجریبیة المستنبطة من أعمالنا التجریبیة للوقت ان  تنبؤات أحجام البكتیریا المقاسة والمقارنة مع ا بالنسبة

استخدام ھذه النماذج لمراقباتٍ روتینیة على المجمعات  إمكانیةبعض الانتقادات حول  نللتعبیر عوكذا  .مقبولة 

البكتیریة

.النمذجة ،siderophores   مصغر،،Pseudomonas spp.fluorescents ,الاختصاص الجذر: الرئیسیة الكلمات
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INTRODUCTION

L’environnement est aujourd’hui l’un des enjeux majeurs du 21éme siècle, 

ainsi les problèmes de la lutte phytosanitaire qui se posent a l’humanité en ce 

début de siècle sont aussi nombreux et divers qu’ils l’ont pu l’être durant les 12 

siècles d’histoire de l’agriculture. Des les années 40, l'explosion de la

démographie et l’émergence de nouveaux pays indépendants ont donné lieu a 

une augmentation de la demande en denrées alimentaire à travers le monde.

Dans ce contexte, l’émergence d’une agriculture spéculative a conduit au 

basculement vers une agriculture intensive et extensive, reposant 

essentiellement sur l’utilisation systématique et irraisonnée des intrants agro-

chimiques au détriment de la sauvegarde de l’environnement et des 

écosystèmes, qui a eu pour conséquence de contaminer et d’accumuler des 

polluants dans les sols et les nappes phréatiques, ainsi que l’atteinte de millions 

d’organismes non cibles et auxiliaires ayant débouchés sur l’extinction de 

centaines d’espèces biologiques. 

Le développement agricole représenté par la forte hausse des

rendements et l'obtention de meilleures caractéristiques qualitatives et 

gustatives a été, le fruit de l'introduction massive d'intrants chimiques. Ainsi, la 

lutte contre les dépréciateurs des cultures s'est vu intensifier et depuis, 

plusieurs stratégies de lutte ont été développés. Parmi elles citons la lutte 

sémiochimique utilisant des médiateurs chimiques impliqués dans les 

interactions inter et intra spécifique, ainsi que la lutte génétique consistant à

apporter des modifications sur le génome afin d’améliorer les aptitudes de 

l’organisme source pour qu’il réponde rapidement et efficacement aux situations 

de stress en synthétisant des molécules bioactives ayant un rôle dans la 

résistance.

Notons en fin, qu’au cour des dernières décennies une évolution très 

nette c’est faite à la faveur de l’utilisation des moyens de lutte microbiologique 

qui fait appel au potentiel des agents microbiologiques natifs du sol et de la 

rhizosphère. Ces microorganismes telluriques dont une fraction constitue le 

groupe des rhizobactéries sont aujourd’hui considérés comme étant des 

organismes efficient ayant des actions d’association ou de complémentarité
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pouvant être bénéfiques et assurer des stimulations et des augmentations en 

terme de production, le groupe des PGPR « plant growth promoting 

rhizobacteria » a attiré l'attention de plusieurs laboratoires de recherche, en 

raison de ces actions de promotion et de protection des cultures.  

Fravel [1] a listé de nombreux agents de biocontrôle qui ont été 

définitivement admis et enregistrés auprès de l’agence environnementale de la 

protection des végétaux appartenant aux genres Bacillus, Pseudomonas, 

Agrobacterium et Streptomyces. 

Les bactéries du groupe des Pseudomonas constituent un genre très 

particulier, capable de coloniser la rhizosphere des racines en croissance [2,3], 

s’adapter et s’associer à plusieurs espèces végétales, sur les quelles elles 

induisent une amélioration des rendements via des effets de phytostimulation 

[4, 5, 6, 7, 8]. Aussi, elles sont aptes à assurer un effet de biocontrôle en 

induisant une résistance systémique contre de multiples parasites [9, 6, 10]. 

Elles présentent également, des effets bénéfiques sur le plan écologique vu 

que elles sont utilisés pour dégrader certaines substances xénobiotiques 

toxiques dans l'environnement (sol, eau) [11, 12, 13, 14, 15, 16].

Certaines de ces souches sont capables de produire des métabolites 

bioactives tells que : 2,4-diacétyl-phloroglucinol (DAPG), pyoluteorine, 

pyrrolnitrine et les dérivés de la phénazine qui ont été décrites comme étant les 

déterminants principaux de l’activité antagoniste, [17, 18, 19] cyanure 

d'hydrogène, exoenzymes lytiques, [18] des lipopeptides cycliques [20]. L‘action 

des sidérophores qui augmentent la biodisponibilité et l’absorption des 

éléments minéraux tell que le fer, carbone et phosphore par le biais de la 

minéralisation de la matière organique soluble et insoluble ultérieurement libéré 

sous forme cessibles aux végétaux, donne un avantage aux rhizobactéries pour 

concurrencer la flore indigène pour les nutriments et la colonisation des niches 

écologiques [21].

D’autres effets de bioaugmentation leurs sont également prêtés, vu 

qu'elles sont capables d'améliorer la croissance et la morphologie des racines 

via l’induction de la production de phytohormones, telles que les auxines dont 

l’acide indole acétique (AIA), les cytokinines et les gibbérellines [22, 23, 24].
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Cependant, même avec un volume de travaux très important ayant 

apporté un nombre considérable d’éléments de compréhension des facteurs 

abiotiques et autres déterminants génétique, physiologique et biochimiques,

pouvant affecter la colonisation et la persistance des Pseudomonas sur les 

racines en croissance. Il n’en demeure pas moins que le maintient durable de 

l'efficacité de la couverture phytosanitaire, et de la stabilité de ces 

microorganismes après formulation et conditionnement, reste fortement 

tributaire des aléas pédoclimatiques et de la variation des génotypes végétaux 

aux quelles elles sont associés. Ainsi, la plupart des travaux de recherche ont 

mentionné l'intérêt particulier de l'étude du comportement de ces rhizobactéries 

dans le sol en association avec les racines des plantes d'une part et d'autre part 

la compréhension de l'action des métabolites secondaires associes à ces 

effets.

Dans ce contexte notre travail s’est articulé sur trois parties principales

se présentant comme suit :

 Une première partie consistant à mettre en évidence le pouvoir 

colonisateur de deux souches de Pseudomonas fluorescens, inoculés dans des 

microcosmes, dans le but de montrer la compétence rhizosphérique de ces 

souches en association avec des plantules de Tomate, Blé dur, Orge et Haricot.

 Une deuxième partie vise à étudier l’effet que peuvent avoir 

différents facteurs nutritionnels “sources de carbone, acides aminés, source 

d’azote, microéléments“ rentrant dans la composition des milieux de culture

synthétiques, ainsi que l’effet de leurs interaction a différentes concentration sur 

la croissance et la production de métabolites secondaires

 Une troisième, partie porte sur l’application et la critique de deux 

modèles prédictives, portant sur la modélisation de la densité microbienne et le 

niveau de production de sidérophores sur microcosme et sur milieu de culture 

liquide
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CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LES RHIZOBACTERIES

1.1. Effet phytobénéfique des Pseudomonas spp fluorescens 

1.1.1. Généralités sur les Pseudomonas spp. fluorescents

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles à coloration Gram 

négative (Gram-), non sporulantes, très généralement mobiles grâce à une ou 

plusieurs flagelles polaires, aérobies à métabolisme strictement respiratoire et 

chimio organotrophes [25]. Le genre Pseudomonas est un grand groupe 

bactérien particulièrement important qui appartient à la sous-classe γ des 

protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espèces ubiquitaires 

fréquemment rencontré dans diverses niches écologiques [26; 27].

Depuis la découverte du genre Pseudomonas [28], plusieurs changements 

de nomenclatures ont été proposés dès le début de l’année 1968, actuellement, 

l’édition de 2005 du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology rapporte une 

soixantaine d’espèces au genre Pseudomonas [29]. Néanmoins, 188 espèces 

sont actuellement répertoriées sur le site internet 

http://www.bacterio.cict.fr/p/pseudomonas.html. 

Les Pseudomonas telluriques qui constituent le pool de rhizobactéries

colonisatrices de la rhizosphere, appartiennent aux groupes des PGPR (Plant 

Growth Promoting Rhizobactéria), synonyme de Rhizobactéries promotrices de 

la croissance des plantes [2, 3]. 

Les bactéries du genre Pseudomonas arrivent à s’adapter facilement et 

s’associent avec plusieurs plantes et induisent deux types de réactions qui 

peuvent mener à une situation de déséquilibre métabolique causant une 

maladie chez les plantes hôtes sensibles, comme par exemple chez les 

nombreux pathovars de P. syringae qui mettent en place des interactions 

pathogènes avec les plantes [30].. Ou alors à des interactions mutualistes très 

largement représentées parmi les bactéries à effet PGPR qui ont un effet 
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promoteur sur la croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi largement 

retrouvées parmi les MHB et les agents potentiels de lutte biologique qui ont 

pour effet d’améliorer la santé des plantes via l'induction de la résistance 

systémique [31]. D'autres effets bénéfiques sur le plan écologique leurs sont 

conférés notamment par leur rôle dans la dégradation de certaines substances 

xénobiotiques dans le sol et les eaux pollués [12, 13, 14, 15, 16].

les actions bénéfiques de ces bactéries sont souvent le résultat d’un 

métabolisme secondaire très actif qui sont impliqués chez ces bactéries aux

caractéristiques intrinsèques des souches bactériennes et leurs interactions 

avec les conditions environnementales à l’exemple des sidérophores, les 

antibiotiques, les substances de croissance et les phénazines [8].

1.1.2 Stimulation de la croissance végétale

De nombreux travaux effectués sur plusieurs espèces végétales font état 

d’une stimulation de la croissance après bactérisation avec des souches de 

Pseudomonas spp fluorescents [32, 33, 34, 34]. La mise en évidence de cette 

stimulation a été rapportée dans différentes conditions expérimentales et à 

divers stades phénologiques: sur le développement de vitroplants, pendant la 

rhizogénèse, sur la faculté germinative [36, 37, 38], sur la levée et l’élongation 

des tiges et sur l’accroissement de la phytomasse de plantes herbacées et 

ligneuses [39].

Les mécanismes qui induisent ces gains de croissance sont souvent la 

conséquence d’une production ou d’un changement dans la concentration de 

certaines métabolites secondaires, tels que l’acide indolacétique (AIA) [40],

l’acide gibbérellique [41], l’éthylène [42] l’acide succinique [43] et certaines 

vitamines [44].
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1.1.3 Induction de la résistance systémique

Les rhizobactéries peuvent réduire la sévérité d'une maladie à travers la 

stimulation de mécanismes de défense inductibles chez la plante [10]. 

Les études réalisées par Van Loon et al [45], ont démontré que certaines 

rhizobactéries peuvent induire l’expression des capacités défensives chez 

certaines plantes. Ce mécanisme décrit comme l’induction de la résistance 

systémique (ISR) a fait l’objet d’autres études [46, 47, 48], en mettant en 

évidence le renforcement des systèmes de défenses chez plusieurs plantes, 

tels que le radis, le tabac, l’haricot et le concombre [49, 50, 51, 52].

l’ISR est également peu spécifique concernant la nature de l'agent 

infectieux contre lequel la phytoprotection est assurée. Etant donné la 

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

plante, des racines aux feuilles et aux fruits.

1.1.4. Protection des plantes contre les maladies d’origines telluriques

L’utilisation de bactéries du groupe des Pseudomonas spp. fluorescents

pour lutter contre les maladies d’origine tellurique a fait l’objet de nombreuses 

synthèses bibliographiques [53, 54,55,56, 57].

Des résultats intéressants en matière de biocontrôle ont été obtenus dans le 

cas du piétin échaudage des céréales [136], les fontes de semis du concombre 

et du blé [58,59,60], la pourriture racinaires de la pomme de terre due à Erwinia 

Carotovora [33], quelques maladies fongique des agrumes [11] et les fusarioses 

vasculaires provoquées par divers formes spécifiques de Fusarium oxysporum

[61,62, 63,64].

1.2. La compétence rhizospherique

Thomashow et Weller [19] ont défini la colonisation des racines comme 

le processus par lequel les rhizobactéries introduites sur semence, organes de 

multiplication végétative, ou sur sol deviennent répartis tout le long des racines 

en croissance en se multipliant, puis en persistant pendant plusieurs semaines 

en présence de la microflore indigène. 
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La colonisation des racines inclut deux schémas majeurs de colonisation 

caractérisant deux groupes de rhizobactéries ayant chaque une des spécificités

préférentielle pour coloniser la rhizosphère, rhizoplan, et/ou l’intérieur des 

racines.

Ces deux schémas de colonisation sont sous la dépendance d’un 

nombre important de déterminants génétique, physiologique et biochimiques 

regroupés sous le vocable de compétence rhizosphérique pour le premier 

groupe constitué de plusieurs groupes de bactéries phytostimulatrices de la 

croissance et de bio contrôle (ex : Pseudomonas, Bacillus) ; et la compétence 

endophytique pour le deuxième groupe de rhizobacteries symbiotiques 

fixatrices d’azote et promotrice de la croissance (ex : Rhizobium 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium et, Sinorhizobium) (Tableau. 1).

Chez le groupe des Pseudomonas ssp. fluorescents, la compétence 

rhizosphérique est le résultat d’une somme de traits physiologiques sous 

dépendance génétique permettant de (i) croître rapidement et être produite en 

masse sur milieu de culture artificiel; (ii) métaboliser rapidement le contenu des 

exsudats racinaires; (iii) se multiplier et coloniser l’environnement 

rhizosphérique et la spermosphére ainsi que l’intérieur des plantes 

(mycorhyzation), conférer le caractère suppressif à certains sols; (iv) produire 

un large spectre de métabolites bioactives; (v) être agressive en tant que 

compétiteur de la microflore indigène; et en fin (vi) s’adapter a des 

environnements stressants (hautes températures, dessiccation, exposition aux 

formes actives de l’oxygène, forte osmolarité, faible taux de matière organique, 

etc.) [65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 51].
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Tableau 1.1. : Déterminants bactériens requis pour la compétence rhizo et 

endophytique.

Compétence rhizosphérique Compétence endophytique

Flagelles Flagelles

Système de sécrétion Système de sécrétion

Grande taux de croissance Gènes Nod 

Protéines extra membranaires Enzymes de dégradation des parois 

Recombinase site spécifique Mécanismes de détoxification

NADH déshydrogénase I Mobilité

Antigènes – O des LPS Lipopolysaccharides (LPS)

Production de sidérophores

Production d’antibiotiques

Synthèse d’acides aminés

Production de vitamine B1

Quorum sensing

Fimbriae

Agglutinine

1.3. Facteurs physiologiques

1.3.1. NADH : ubiquinone oxydoréductase

Des expérimentations menées sous anaérobiose sur des mutants 

WCS365, ont montré qu'un taux d’oxygène trop bas menait à la perte de la 

compétence rhizosphérique de ces bactéries, se traduisant par une incapacité 

de coloniser le système racinaire et une baisse du temps de génération et de la 

mobilité.

Des expérimentations d’insertion de transposon mutagènes ont révèle 

que l’insertion du transposon Tn5lacZ sur l’opéron nuo-4 est responsable de la

génération d’un gradient de protons de part et d’autre de la membrane, qui 

génère une force protomotrice utilisé pour la synthèse de l'ATP, le transport 

actif de divers nutriments, et la rotation des flagelles ATP dépendent [72].

L’opéron nuo (nuoA à nuoN), qui code les différentes sous unités de

l'enzyme NADH : ubiquinone oxydoréductase ou NADH déshydrogénase I de la 

chaîne respiratoire aérobie de P.fluorescens est organise en 14 gènes [73].
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La NADH : ubiquinone oxydoréductase I catalyse l'oxydation du NADH, 

la réduction de l'ubiquinone, et le transfert de 4H + / NADH à travers la

membrane de couplage selon la réaction suivante :

NADH + H+ + Q + 4H+
N <==> NAD+ + QH2 + 4H+

P

http://www.life.illinois.edu/crofts/bioph354/complex_i.html

Figure.1.1. Schéma de réactions intervenants au niveau de la membrane et de 

la matrice mitochondriale.

La NADH déshydrogénase I appelé NDH-1 est codée par l'opéron nuo

alors que une autre NADH déshydrogénase NDH-2 se compose d'une seule 

sous unité est codée par le gène ndh [74, 75, 76, 77]. Chez le genre 

Pseudomonas, la plus grande partie du flux d'électrons semble transiter à 

travers le système NDH-1 qui a l’inverse de son homologue NDH-2 nécessite 

moins d‘énergie pour fonctionner [78]. Une double mutation dans les deux

NADH déshydrogénases I conduit à des temps de génération plus long, alors 

que des mutations dans un seul des NADH déshydrogénases ne semble pas

modifier le taux de croissance du mutant, en comparaison avec la souche 

sauvage WCS365 [79].

L’étude de l’activité des promoteurs des deux opérons nuo et ndh à 

différent niveau d’oxygénation montre que les deux promoteurs sont 

surexprimés lorsqu’ils sont soumis à une baisse de la concentration en oxygène 

et que leur niveau d’expression varie selon le stade de croissance. Les P. 

fluorescens possède deux NADH déshydrogénases, qui sont exprimés dans la 
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rhizosphère de la tomate. Durant le processus de colonisation racinaire NDH-1 

joue un rôle crucial dans la colonisation concurrentielle de la l'extrémité des 

racines. Dans la rhizosphère les cellules requièrent le fonctionnement du 

système NDH-1 qui leurs procure l’énergie nécessaire pour maintenir un état 

physiologique stable leurs permettant d’être compétitif [80].

Il a été démontré que sous conditions de stress semblables à celles 

rencontrés dans la rhizosphère, liée au manque de nutriments (source de 

carbone) et d’oxygène, les mutants défectueux NDH-2 n’ont aucune influence 

sur la compétence des cellules vu que l’énergie fournie par ce système est trop

basse pour maintenir un taux de croissance et un niveau de motilité normale 

des cellules bactériennes. Par conséquent, leur déficience peut être compense 

par le système (NDH-1) dont la mutation conduit à une perte complète et totale 

de la compétence rhizosphérique [80].

1.3.2. Nitrate réductase chez la souche C7R12 

La disponibilité de l’oxygène dans le sol étant variable, certaines souches 

de Pseudomonas fluorescens sont capables de s'adapter aux limitations 

d'oxygène en utilisant le protoxyde d'azote comme accepteur alternative

d'électrons [81].

La souche sauvage de Pseudomonas fluorescentes C7R12 est capable 

de réduire les nitrates en di nitrogène par le biais d’une série de quatre 

réactions catalyses par la métallo enzymes nitrate réductase code par le gène

(narG), nitrite réductase codé par le gène (nirS, nirK), nitrique oxyde réductase 

(norB), et l'oxyde nitreux réductase (nosZ) [82, 83].

L'avantage concurrentiel de la souche sauvage C7R12, confère par la

nitrate réductase sur les mutants défectueux est plus fortement accentué sous 

conditions d’anaérobiose, du fait de l’avantage que procure la capacité 

d’alterner d'une voie métabolique (chaîne respiratoire) à l'autre (la respiration 

azotée) et ce non seulement dans la rhizosphère, mais aussi également en 

dehors de la rhizosphère, indiquant que ce caractère bactérien est impliqué

dans la compétence saprophytique des bactéries du sol [84].
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1.4. Facteurs biochimiques

1.4.1. Rôle des l’antigène-O des LPS dans la colonisation

Les Pseudomonas arborent sur leurs membranes externes des 

Lipopolysaccharides (LPS) de taille et de structure différentes, qui sont 

considères comme étant à la fois des motifs antigéniques et/ou des facteurs de 

virulence chez les organismes pathogènes [85]. Les chaînes O-

polysaccharidiques du LPS (O-antigènes) représentent le constituant majeur 

des motifs antigéniques rencontrés chez les Pseudomonas. L’étude 

immunospécifique de ces chaînes montre une diversité de structure variant par 

rapport au nombre et ordre d’agencement des oligosaccharides [85].

Lors du processus de biosynthèse des LPS, les oligosaccharides portés 

par des lipides sont polymérisés par la voie O-antigène polymérase (Wzy)

dépendante qui est initiée au départ par la galactosylphosphate transférase

(WbpL) médiateur du transfert du premier monosaccharide vers l’undecaprenyl 

phosphate (Und-P) suivant cette séquence: UDP-Sug+Und-P=Und-P-P-

Sug+UMP. Les différentes chaînes constituées sont en fin transfèrées vers le 

noyau LPS externe [85].

La connaissance de la structure biologique, du nombre et ordre 

d’agencements des oligosaccharides permet d’élucider la voie de biosynthèse 

de ces différents groupes antigéniques et de dégager les différent stéréotypes

immunospecifiques différenciables de par le saccharide non réducteur situé à

l’extrémité de la chaîne LPS O-polysaccharide [85].

Les mutants de P.fluorescens WCS374 et P. putida WCS358 ayant 

perdu la capacité de synthétiser l’antigène-O LPS, ont montré une incapacité à 

coloniser les racines de tomate et de pomme de terre, néanmoins ces souches 

présentent un même temps de génération, comparés avec leurs souches 

sauvages respectives, cultivés sur le milieu King B toute seul, elles se sont 

avérés être défectueuses en compétition sur le même milieu de culture tout 

comme l’étaient les mutants O-antigène négative de P. fluorescens WCS365 et 

P. putida WCS358 [86].
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Notons enfin que selon les travaux de Dekkers et al [87] des mutants 

ayant un motif antigénique court de la chaîne latérale ont montré une aussi 

bonne compétitivité que la souche sauvage en croissance sur milieu King B et 

que les défections en longueur de la chaîne latérale du LPS était la cause de 

mutation situés sur un gène homologue au gène htrB qui code une lauroyl 

transférase qui est nécessaire a la biosynthèse du lipide A en utilisant le lipide 

(Kdo)2-IVA comme accepteur du lauréate [86]. Tous les mutants O-antigène

tout comme les mutants htrB ont montre une grande incapacité à croître au 

contact d’exsudats, plus spécialement lorsque ces derniers ont été testés en 

compétition avec leurs souches parentales respectives [87].

1.4.2. Les antibiotiques

La production d’antibiotiques est reconnue comme un mécanisme 

important par le quel les PGPR, peuvent empêcher la prolifération et 

développement de certains agents phytopathogènes [88, 89]. Les 

Pseudomonas spp. fluorescents sont des producteurs potentiels d'une gamme 

variée d'antibiotiques avec un large spectre d'action, leur permettant de 

contribuer à la compétence écologique des souches productrices [90].

La biosynthèse des antibiotiques ou autres composés antifongiques est 

régulée par une cascade de signaux endogènes qui mettent en jeu des 

récepteurs kinase, qui réagissent aux stimuli de l’environnement et répondent 

aux régulateurs codés par les gènes lemA et gacA de la cellule bactérienne 

productrice [91, 92, 90], facteurs sigma codé par rpoD [91] et rpoS [92] et le 

quorum sensing auto induit par l’N-acyle-homéomérie lactone [93].

Les phénazines à structure simple comme l'acide phénazine-1-

carboxylique (PCA) et ses dérivés hydroxy et carboxamide, le 

2.4-diacetylphloroglucinol (DAPG) appartenant a la famille des Phloroglucinoles 

phénoliques sont les déterminants majeurs impliqués dans le bio contrôle de 

plusieurs agents phytopathogènes tel que Gaeumannomyces graminis var. 

tritici, responsable du piétine échaudage dans des agro écosystèmes naturels

ou se pratique la monoculture du blé [94, 95, 96 ,97].

Il a été montré que la production de molécules antibiotiques aidait à

l’établissement des populations bactériennes introduites sur boutures ou 

semences durant les premières phases de la colonisation de la rhizosphère. 
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Cependant, plusieurs études ont montré que l’introduction de souches 

déficientes en synthèse d'antibiotiques n’avait pas plus d’avantage de 

colonisation ou d’effet de bio contrôle et/ou de stimulation par rapport aux 

souches sauvages respectives. Ce constat pourrait être expliqué par le fait 

qu’au delà d’un certain seuil d’accumulation des antibiotiques dans la 

rhizosphère aucun effet bénéfique n’est apporté [98, 99, 100]. 

Une expérimentation de bactérisation de semences de blé menée avec

la souche recombinante Q8r1-96 de Pseudomonas fluorescens capable de 

produire la phenazines (PCA) et le polyketide 2,4-DAPG n’a pas donné plus 

d’effet de biocontrôle que sa souche sauvage malgré que il y’a eu une forte 

induction du promoteur Tac responsable de la régulation de l’opéron Phz qui 

s’est traduite par une forte accumulation de PCA et une surproduction de la 2,4-

DAPG du fait du déroulement de la voie de biosynthèse de la synthèse du PCA 

[101]. 

1.4.2.1. Biosynthèse de l’acide phenazine-1-carboxylique (PCA)

La souche Pseudomonas fluorescens 2-79 ainsi que d’autres 

Pseudomonas spp fluorescentes produisant PCA qui est codée par un opéron

composé de sept gènes hautement conservé qui sont les gènes phzABCDEFG

[102, 103]. PhzC, PhzD, et PhzE sont des enzymes similaires aux enzymes 

rencontrés dans la voie de biosynthèse de l'acide shikimique qui avec PhzF, 

sont absolument nécessaires à la synthèse de phénazines.

McDonald et al. [104], ont démontré que l'acide 2-amino-2-

deoxyisochorismique (ADIC), synthétisée par PhzE à partir de l’acide

chorismique, est converti par PhzD (isochorismatase), en acide trans-2,3-di 

hydro-3-hydroxyanthranilique (DHHA) (Figure.1.2) [102].
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Figure 1.2. : Schémas de la biosynthèse de la PCA à partir de l’acide 
chorismique DHHA, ainsi que le mécanisme d’action de la PhzF.

1.4.2.2. Biosynthèse du 2.4-diacetylphloroglucinol (DAPG)

2,4-DAPG est dérivé du monoacetylphloroglucinol (MAPG) qui est 

transformé en 2,4-DAPG via une enzyme à activité acétyltransférase chez la 

souche Pseudomonas sp. F113 [103]. Pas de précurseurs du MAPG n'ont 

encore été identifiés, cependant les groupes hydroxyles en position alternée sur 

le noyau phloroglucinole indiquent un schéma de biosynthèse similaire à celui 

des polykétides. Les Polykétides naturels sont produits par la condensation

successive de petits fragments d’acides carboxyliques par la polykétide 

synthéases (PKS) qui montre des similitudes avec d’autres PKS ainsi que les 

gènes responsables de la synthèse des acides gras vu que les processus 

d’assemblage des unités constitutives sont plus ou moins similaire [104, 105].

Trois types de PKS sont connus. Chez les Pseudomonas spp deux types 

de polykétide synthases sont fonctionnelles, le type I PKS qui a été identifié

comme étant nécessire a la production de la pyoluteorine qui est un métabolite

antifongique par Pseudomonas fluorescens Pf-5 [105], et la PKS de type II qui 

est impliqué dans la synthèse de l’acide coronafacique (CFA), qui est le 

polyketide qui compose la phytotoxine coronatine produite par Pseudomonas 

syringae [106, 107].
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Les gènes responsables de la synthèse du 2,4-DAPG et son précurseur, 

MAPG sont organisés en opéron de six gènes organisés en trois unités de 

transcription. Quatre gènes forment l’opéron phlACBD dont les produits sont 

nécessaires à la synthèse des deux molécules MAPG et 2,4-DAPG (Figure 

1.3).

Figure 1.3. Gènes identifiés dans la biosynthèse de la 2-4 DAPG.

Les produits des gènes phlACBD ne ressemblent aucunement aux deux 

enzymes PKS de types I et II. Cependant, PhlD présente une grande 

homologie avec la chalcon synthase végétale, l'ensemble de l’opéron de 

biosynthèse est flanqué de part et d’autre par des gènes séparément transcrit 

qui sont phlE et phlF, qui codent respectivement pour des protéines de 

régulation (répresseur ou promoteur) non nécessaires à la production du 

phloroglucinol [108] (Figure. 1.4).

Figure.1.4. Rôle des produits des gènes PhlA, PhlB, PhlC, et la PhlD dans la 

biosynthèse de la MAPG et de la 2,4-DAPG. [Enz= enzyme]
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1.4.3. Synthèse et rôle des acides amines

La capacité de synthétiser les acides aminés et organiques qui sont des 

sources importantes d'énergie pour les bactéries du sol, s'est révélé être

essentielle pour la colonisation des racines. Les mutants de P.fluorescens

WCS365 n’ayant pas la capacité de croître avec certains sucres constitutifs des 

exsudats racinaires, ont montré les mêmes aptitudes de colonisation que leurs 

souches sauvages respectives. En revanche, les mutants ne métabolisant pas 

les acides organiques qui représentent le principal groupe de composés 

exsudés, ont montre une réduction de leurs taux de colonisation et concurrence 

dans la rhizosphère de la tomate, indiquant que l'utilisation des acides 

organiques est la base nutritionnelle majeure pour la colonisation des racines

par la souche WCS365 [109].

Les mutants auxotrophes pour la leucine, arginine, histidine, valine/ 

isoleucine, ou même du tryptophane sont incapables de coloniser efficacement 

les racines de tomate même si l'acide aminé en question est ajouté de manière 

exogène [110]. 

chez P. putida, l’ajout de la proline qui est l’un des composants majeur 

des exsudats racinaires, utilisés comme source de carbone et d’azote par les 

micro-organismes du sol durant les premières étapes de la colonisation des 

racines, semble agir comme inducteur et amplificateur d’activité d'environ 4 à 

20 fois de deux gènes PutA et PutP [111].

Le gène PutA code un polyprotéine unique qui a un rôle de régulateur 

d’un gène qui lui est adjacent PutP, qui code une protéine intégrale de la 

membrane interne appartenant à la famille des symporteurs de substrat NA+ (

Na+/ proline ; Na+/ glucose, bicarbonate, etc.), qui a en charge d’absorber la 

proline qui sera par la suite converti en acide glutamique via un processus de 

transformation de deux étapes pris en charge par la proline déshydrogénase 

(PDH) (EC 1.5.99.8), et la déshydrogénase pyrroline-5-carboxylate (P5CDH) 

(EC 1.5.1.12) [112, 113, 114, 115, 116] (Figure. 1.5).
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Figure 1.5. Localisation des gènes Put chez Pseudomonas putida KT2442 sur 

vecteurs pLCR4, 12 et pSLH4.

1.4.4. Système de sécrétion de type 3 chez les Pseudomonas ssp fluorescents

(SST3S)

Les T3SSs sont connues comme médiateurs des interactions de nature 

pathogène entre les cellules bactériennes et eucaryotes. Cependant, la 

présence de souches saprotrophes de Pseudomonas spp. fluorescents ayant 

un pouvoir de biocontrol contre les pathogènes telluriques dans la rhizosphère 

[117], indique l’implication de ces systèmes dans des processus autre que 

pathogène, telles que les associations symbiotiques menant à l’augmentation 

du taux d’échange des nutriments au niveau des arbuscules mycorhiziens (AM) 

se développant sur les cellules corticales des racines [118].

Des études de colonisation conduites avec des souches de

Pseudomonas fluorescens C7R12 déficiente ayant subi une altération du gène 

hrcC- du SST3 par mutagenèse dirigée ont montré que la présence du SST3 

n’avait aucun effet sur la survie de la bactérie dans la rhizosphère et que 

contrairement à la souche SST3 + qui avait montré un effet de bio stimulation 

de la croissance des racines lie a l’association avec les MA. Les mutants hrcC -

ont été neutres voir délétères pour le processus de mycorhization [119,120].

La relation entre MA et l’augmentation de la croissance médiée par la 

souche C7R12 est supposé être le fait de la croissance végétale liée à la 

promotion de la croissance du système racinaire, tributaire de l’effet bénéfique 

qu’apporte les MA et non pas à la fixation d’azote atmosphérique [121].
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L’abondance des Pseudomonas spp. fluorescents possédant un SST3 

dans la rhizosphère indique que ces derniers sont préférentiellement associés 

aux racines mycorhizes plutôt qu’aux racines nues ou non mycorhizes, et que 

ces bactéries sont actives au contact de mycorhizes fonctionnelles, plutôt 

qu’avec des champignons mycorhizogènes pré symbiotique. [120].

Sur le plan génétique, les souches de P. fluorescents saprotrophes ou 

bénéfiques pour la croissance et la santé des plantes, montent différentes 

séquences qui concernent un nombre réduit des gènes codant les SST3, ne 

permettant pas de comparer leur organisation les uns par rapport aux autres. Il 

est intéressant de noter que la succession des gènes hrcRST, caractéristique 

des clusters hrp de la famille Hrp-I décrits pour les Pseudomonas pathogènes 

a été retrouvée chez un grand nombre de Pseudomonas spp. fluorescents non 

pathogènes (P. fluorescens et P. putida) [122].

Preston et al. [123], ont comparé l’organisation du cluster hrp d’une 

souche de Pseudomonas pathogène, P. syringae pv. syringae 61, avec celle de 

SBW25, pour montrer que le cluster hrp de P. syringae présentait de fortes 

homologies et un fort degré de similarité avec les clusters de SBW25 qui ont 

été nommés rsp (Rhizosphère-expressed sécrétion) (Figure. 1.6).

Figure 1.6. Schémas de succession des gènes hrcR, S et T chez P.fluorescens 

C7R12

Toutefois, comme énoncé dans la première partie (Paragraphe 1-p12), 

des différences principales ont été observées. Ainsi, une partie importante de 

l’opéron hrcV ainsi que l’intégralité de hrpZ du cluster hrp de P. syringae ne 

possèdent pas d’équivalent au sein du cluster rsp de P. fluorescens SBW25. 

De même, SBW25 ne possède qu’un seul homologue de régulateurs de 

réponse (rspR), au lieu de hrpR et hrpS chez P. syringae. 
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Enfin, sur le cluster rsp, ropE se trouve à une localisation totalement 

opposée de son homologue avrE chez P. syringae [124] (Figure. 1.7).

Figure. 1.7. Schémas comparant l’organisation des clusters hrp de 

P.fluorescens KD et SBW25, avec les clusters de P.syringuae pv.tomato 

DC3000.

1.4.5. Le quorum sensing 

Le quorum sensing désigne le phénomène par lequel des molécules de 

signalisation spécifiques sont synthétisés par des bactéries en nombre suffisant 

(densité cellulaire suffisante) pour s'accumuler dans l’environnement pour 

coordonner leur comportement les unes par rapport aux autres afin de répondre 

efficacement à un stimulus environnemental à travers l’induction ou la 

répression de l'expression des gènes spécifiques réglés par des protéines 

régulatrices du signal [125].

Pour qu’une molécule soit classée comme molécule signal induisant une 

réponse de type quorum sensing plusieurs critères importants doivent être

réunies [125]:

(i), la production du signal quorum sensing doit prendre place durant des 

stages spécifiques de la croissance ou en réponse a un changement particulier 

de l’environnement, (ii) le signal doit s'accumuler dans l'environnement

extracellulaire et être reconnu par un récepteur membranaire spécifique, (iii) 

l'accumulation de la molécule doit atteindre une concentration nécessaire et 

suffisante supérieur ou égale a un seuil critique capable de stimuler une 

réponse coordonnée, (vi) la réponse cellulaire doit dépasser le stade des
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changements physiologiques nécessaires au métabolisme ou a la

détoxification.

Les HSL diffusibles représentent un groupe de molécules signal

reconnues et utilisés pour maintenir une balance écologique équilibrée pas les

différentes communautés poly-microbiennes qui les métabolisent, mais 

également par d’autres organismes cœxistants dans la rhizosphère et la 

phyllosphére des plantes [126, 127, 128, 129, 130]. Selon Venturi, [131], le

genre Pseudomonas a la capacité de produire une multitude de molécules

signal N- acyl homosérine lactone (HSL) qui se présentent comme 

suit (Tableau. 1.2) (Figure 1.8).

Tableau 1.2. : Molécules signal produite par chaque genre bactérien.

SOUCHE BACTERIENNE MOLECULE SIGNAL
P. aeruginosa  C4HSL / 3 - oxo-C12-HSL
P. syringae 3-oxo-C6HSL
P. chlororaphis C6HSL
P.chlororaphis subsp. aureofaciens C6HSL*
P. putida 3-oxo-C12HSL / 3-OH-C14 :1-HSL

Figure 1.8. Structure chimique de quelques molécules signal ayant une action 

quorum sensing.



35

La synthèse des AHL est assurée par un gène de type « I », lorsque la 

concentration cellulaire de ces derniers atteint un seuil critique, ils forment un 

complexe actif avec un activateur transcriptionel intracellulaire de type « R », 

qui va engendrer l’expression de l’opéron spécifique au quorum sensing [132, 

133].

Chez les la plupart des Pseudomonas fluorescents plusieurs traits 

bénéfiques (production d’antibiotiques de type phénazine, production de 

métabolites secondaires antifongiques AFM, production de toxines et d’exo 

polysaccharides, formation de bio film, mobilité, etc.) sont régulés par le quorum 

sensing médié par l’émission de molécules auto inductrices de N-

acylhomosérine lactone (HSL) [131] (Figure. 1.9).

Figure 1.9. Traits régulés par le quorum sensing chez les bactéries Gram + et 

Gram - .
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Il est à noter que les bactéries pathogènes et non pathogènes 

productrices d’AHL interagissent autour des plantes les unes avec les autres

via le même système de signalisation. Ainsi, il a été rapporté que certains

micro-organismes avait le potentiel de dégrader ces mêmes molécules signal 

HSL via un système inverse dit (Quorum quenshing) [134, 135].

Les Pseudomonas ssp fluorescents peuvent contrôler les agents 

phytopathogènes et interagir avec d’autres colonisateurs bénéfiques, à cet effet 

de nombreux chercheurs ont tenté d'utiliser les molécules signal HSL pour 

induire la résistance et/ou promouvoir la croissance des cultures en contrôlant 

les populations phytopathogénes présentes dans la rhizosphère. Cependant, 

beaucoup de ces tentatives ont échoué à cause des difficultés liées à la 

consommation des HSL et à la complexité des phénomènes de régulation des 

fonctions microbiennes in vivo conduites à grande échelle agricole [136].

1.4.6. Les sidérophores

Les sidérophores sont des chélateurs qui sont sécrétées par de 

nombreux microorganismes pour séquestrer le fer dans l'environnement afin de 

le délivrer à la cellule. Il existe dans la nature plusieurs groupes de 

sidérophores dont les catécholate et les l'hydroxamate (parfois b-hydroxy-

acide) qui fournissent des sites de haute affinité de liaison pour le Fe3+ [137].

La pyoverdine (PVD) qui représente le système primaire d’absorption du 

fer chez les Pseudomonas fluorescents, désigne également un autre groupe de 

sidérophores qui est un composé diffusible vert fluorescent historiquement 

reconnu comme trait phénotypique distinctif du groupe 1 d'homologie ARNr.

Une grande diversité de structures des PVD a mené à l’élaboration d’un 

système de typage spécifique aux Pseudomonas spp, dit sidèrotyping [138]. À 

ce jour, la structure de plus de 50 PVDs appartenant a différentes souches et 

espèces de Pseudomonas, ont été déterminées [139]. Ces PVDs sont tous 

composés de trois parties (Figure. 1.10) : (i) un chromophore conservé 

dihydroxyquinoline fluorescentes ; (ii) une chaîne latérale acyle (soit de l'acide 

dicarboxylique ou un amide) lié au groupe amine du chromophore, et (iii) une 

chaîne peptidique variable liée par un groupe amide au C1 (rarement C3) 
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groupe carboxyle du chromophore responsable de la reconnaissance et liaison 

avec les récepteurs membranaires apparentes. 

Figure 1.10. Schémas des 3 groupes de PVD de Pseudomonas aeroginosa 

avec leurs différents radicaux.

a Thr, allo-threonine ; cDab, tetrahydropyrimidine ; Chr, chromophore cOHOrn, N5-hydroxyornithine cyclique ; Dab, 

2,4-diaminobutyrate ; fOHOrn, N5-formyl-hydroxyornithine. 

Les PVD jouent un rôle crucial dans le contrôle biologique des micro-

organismes phytopathogènes de la rhizosphère [140 ; 141]. À pH neutre ou 

légèrement alcalin, les souches capables d’émettre les PVD sont capables de 

jouer un rôle d’antagoniste bactérien en ayant la capacité d’utilise un large 

panel sources de fer en séquestrant le pool limité de fer présent dans la 

rhizosphère, par le biais de la formation d’un complexe stable avec le Fe3+, 

d’ont l’assimilation aide respectivement d’une manière directe et indirecte a la 

croissance de organisme producteur et des végétaux.

1.4.7. Médiation du transport du fer par les sidérophores et signalisation 

bactérienne

Dans la rhizosphère, les Fe3 + chargés (Ferri-) sidérophores sont 

sélectivement reconnus et liés a des récepteurs de haute affinité se trouvant sur 

la surface cellulaire [la membrane externe (OM) des bactéries Gram-négatif], 

puis transportés dans la cellule [142]. Certains de ces récepteurs se lient à 

l'apo-sidérophores apparenté en l’absence de ferri-sidérophores (Figure.
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2.11a) ; le déplacement de l’apo-sidérophores à partir du récepteur du ferri-

sidérophores apparenté initie un transport actif à travers l'MO (Figure. 2.11b). 

Le transport des sidérophores par les récepteurs de la MO est couplé à 

la perte du gradient de protons sur la membrane cytoplasmique (CM). La 

transduction de l'énergie est médié par la protéine TonB dans le périplasme 

(PP), qui répond à la force proton-motrice de la CM [109].

Selon le modèle actuel, le passage de TonB de la CM à l'OM, où ce 

dernier achemine l'énergie au récepteurs lié au ligand-chargées (Figure 1.11b), 

puis se réassocie avec ses partenaires ExbB, ExbD de la CM, qui sont 

nécessaires pour l’excitation et l'association de TonB avec la CM (Figure 1.11a)

La fixation du ferri-sidérophores induit un changement dans la 

conformation du domaine plug qui permet le transport du ferri-sidérophores vers 

PP (Figure. 2.11b). Fe3+ ou Fe3 +- sidérophores chargés sont ensuite transférés 

dans le cytoplasme par une protéine periplasmique d’attachement (PBP), qui 

les livre à un transporteur ABC apparentés situe sur la CM [143]. En suite le 

transporteur ABC transloque le ligand a travers la CM utilisant l'énergie 

provenant de l’hydrolyse de l’ATP dans le cytoplasme. L’expression de la 

synthèse des sidérophores et des gènes d’absorption est réprimée dans des 

conditions ou le milieu est riche en fer par une protéine répresseur, qui 

s’assemble en complexe avec le Fe 2 + sur le promoteur des gènes en charge 

du transport du fer. Certains sidérophores ont également des propriétés 

autorégulatrices qui permettent une expression maximale des gènes 

apparentés à la synthèse et absorption et ce dans le cas ou les sidérophores 

est efficace dans sa capacité de livraison du Fe3 + à la cellule. Un mécanisme 

comme cela implique une voie de signalisation qui est déclenchée lorsque le 

récepteur se lie au ligand approprié [144] (Figure. 1.11b). 

Chez P. aeruginosa PAO1, la signalisation PVD implique quatre 

partenaires protéiques : le récepteur PVD de la MO FpvA, le CM- couvrant le 

facteur antisigma FpvR et deux facteurs sigma extra cytoplasmique (ECF-s), 

PVD et FpvI [145, 146]. Après fixation du ligand par le récepteur FpvA, un 

signal est transmis au facteur antisigma FpvR, résultant sur l’activation des 

facteurs sigma FpvI et PvdS. PvdS dirige la transcription de gènes de synthèse 
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PVD, en plus de ceux codant des enzymes sécrétées, FpvI reconnaît le 

promoteur du gène codant pour FpvA. Par ce mécanisme, la molécule PVD 

déclenche non seulement sa propre synthèse et absorption, mais également 

l'expression coordonnée de plusieurs gènes de virulence PvdS-dépendant, qui

contribuent en fin à la pathogénicité de P. aeruginosa. A ce jour on ne sait pas 

encore si la molécule de signalisation est Fe-PVD ou apo-PVD [147].

Figure 1.11. : Schémas de signalisation et de transport du fer médié par les 

sidérophores.

1.4.8 Acquisition du fer et du phosphore

1.4.8.1. Acquisition par les racines des plantes

Les plantes et les microbes ont développé des mécanismes similaires 

pour la mobilisation et l'absorption du Fer et du Phosphore. Dans la 

rhizosphère, le Fer et le Phosphore sont mobilisés par la plante ou les 

métabolites secondaires dérives des micro-organismes, l’acquisition de ces 

macroéléments est sujette à une concurrence intense [152].

De manière générale, il semble que les microorganismes soient plus 

compétitifs que les plantes, car ils ne sont pas seulement en mesure d’absorber 

les éléments nutritifs liés à des composés d'origine végétale, mais aussi 

capable de décomposer les matériaux dérivés de plantes et immobiliser les 

éléments nutritifs dans la biomasse avant qu'ils n'atteignent la surface de la 

racine [152]. (Figure. 1.12)
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Figure 1.12. : Mécanismes par les quelles les microorganismes augmentent ou 

diminuent la biodisponibilité des nutriments pour les plantes. Ainsi que quelques 

mécanismes influençant l’intensité des réactions chimiques survenant dans le 

sol.

La teneur totale en Fer dans le sol varie généralement de 2 à 4% (w / w), 

mais dans les sols aérés leurs disponibilité pour les organismes est limitée par 

la faible solubilité du Fe (III) et de la lente décomposition des minéraux ferreux. 

Ainsi, les plantes et les micro-organismes ont mis au point pour augmenter la 

biodisponibilité du Fe des stratégies différentes [115, 114].

D'une manière générale, les plantes peuvent induire des changements 

dans la morphologie et l'histologie des racines (gonflement des extrémités de la 

racine, augmentation de la ramification des racines, augmentation du nombre 

de poils absorbants, formation de cellules de transfert rhizodermale, etc.) [114].

Deux stratégies majeur sont à prendre en considération dont la première 

qu’on rencontre chez les plantes (dicotylédones et les monocotylédones 

n’appartenant pas aux graminées) consiste a accroître la disponibilité du fer en 

libérant des protons qui abaissent le pH du sol et le taux d’anions d'acides 

organiques qui peuvent complexer le Fe3+ et le maintenir sous une forme 

soluble et diffusible pour les racines ainsi que l’utilisation de la réductase 

présente sur la membrane plasmique des cellules qui réduit les formes peu 

solubles de Fe3+ en  Fe2+ plus soluble à l'extérieur ou a l’intérieur de l'enveloppe 

cellulaire de la racine [115].
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Contrairement au dicotylédones, la deuxième stratégie adoptée par les 

plantes notamment celles appartenant aux (Poaceae) est la libération de 

phytosidérophores non-protéinogéniques ayant pour origine les différent acides 

aminés présent dans le cytosol et dont le principal constituant est l'acide 

mugineic [116, 117].

En cas de déficience sévère en Fer, les phytosidérophores peuvent 

représenter 50 à 90% des exsudats libérés à la pointe des racines [117]. Leurs 

libération est très localisée dans l'espace et montre un rythme diurne distinct, 

avec un taux de libération maximale survenant dans les zones d'allongement 

apparaissant durant quelques heures après l'apparition de la lumière [119]. 

Ces chélateurs se fixent préférentiellement au Fe et accessoirement au 

Zn et au Cu, ils ont pour rôle principale de former un complexe chélateur 

(phytosidèrophore- Fe) qui a pour but de séquestrer le fer et de le délivrer à la 

racine [119, 118].

1.4.8. 2.  Acquisition du fer par les microorganismes du sol

Les micro-organismes produisent de nombreux sidérophores différents, 

comme le ferrichromes synthétise par les champignons, ou l’enterobactine, 

pyoverdine et ferrioxamines qui sont libérés par les bactéries [119]. Une espèce 

microbienne donnée peut produire un ou plusieurs sidérophores et acquérir le 

fer lié à une diversité de chélateurs exogènes, y compris ceux des sidérophores

hétérologue [120, 121]. Ce trait peut conduire à une forme de tricherie, qui fait 

que certaines espèces microbiennes bénéficient de l'activité des autres 

microorganismes sans toutefois fournir aucun effort de synthèse de molécules 

hydrocarbonée ou d'énergie [148].

L'utilisation de différents sidérophores semble être importante pour la 

capacité concurrentielle des espèces bactériennes [148]. Il existe différents 

mécanismes par lesquels les microorganismes de la rhizosphère peuvent 

augmenter ou diminuer l'absorption en Fe des plantes. Les sidérophores 

d’origine bactérienne sont généralement considérées comme des sources 

pauvres en Fe pour les plantes monocotylédones et dicotylédones. 

Typiquement, la concentration des sidérophores qui est nécessaire pour fournir 

des quantités suffisantes de Fe pour les plantes varie entre de 5 à 50 mM dans 
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les solutions hydroponiques contenant les chélats de Fe [149]. Dans la 

rhizosphère, la production localisée de sidérophores dans des microsites à 

activité microbienne intense donne des concentrations élevées de 

sidérophores, mais leur contribution à la nutrition des plantes n'est pas claire. 

Les interactions entre les différents chélateurs de Fe, et la concurrence 

entre les organismes pour cet élément minéral, dépend de l'affinité des 

chélateurs envers le Fe et de leurs concentrations relatives [150]. Comparé aux 

phytosidérophores, les sidérophores bactériens tels que la pyoverdine ont une 

affinité beaucoup plus élevée envers le Fe. Ainsi, si les sidérophores et les 

phytosidérophores sont présents à des concentrations similaires dans un 

système quelconque, le Fe est retiré du complexe Fe-phytosiderophore ou Fe -

citrate et se lie préférentiellement aux sidérophores microbiens. 

En définitive, les micro-organismes décomposent plus rapidement les 

anions d'acides organiques et phytosidérophores, en les utilisant comme 

source d’énergie et d'éléments nutritifs [151, 152]. Ainsi, les micro-organismes 

semblent être très compétitif pour le Fe par rapport aux racines des plantes, car 

les micro-organismes peuvent utiliser le Fe lié à des chélateurs originaires des 

plantes, (ii) décomposer les chélateurs dérivés de ces plants, et (iii) produire 

des chélateurs qui ont une plus grande affinité pour le fer compares a ceux des 

végétaux.

1.5. Facteurs génétiques

1.5.1. La Recombinase Site-Spécifique

Dybvig, [153], a postulé que les bactéries sont capables de générer des

sous-populations de phénotypes différent dans certains milieux astringents, au 

moyen de réarrangements de l'ADN, qui se traduisent par l’apparition de 

nouvelles aptitudes qui permettent de s'adapter à de brusques changements de

l'environnement et ce quelque soit le nombre de cellules viable et ou 

cultivables.

Ces réarrangements génétiques ont pour rôle de promouvoir la 

recombinaison conservatrice réciproque (qui ne nécessite pas la synthèse

d'ADN) qui survient sous l‘action de la recombinaison site spécifique ou 
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recombinaison site spécifique conservatrice, qui est un type de recombinaison

génétique dans lequel s’effectue des réarrangements de segments d'ADN par 

reconnaissance et liaison a des séquences d'ADN courtes (sites d’environ 15

pb) sur lesquelles des hélices d'ADN sont coupés, échangés et ligaturés. Ces 

recombinaisons sont très spécifiques, rapide et efficace, même face à des

génomes eucaryotes complexes [154, 155, 156, 117, 157]. Ils sont employés

dans une variété de processus cellulaires, dont la réplication des génomes 

bactériens, la différenciation et la pathogenèse, le mouvement d’éléments 

génétiques (îlots de pathogénicite). La régulation de l'expression des différents 

motifs antigéniques de la surface cellulaire à savoir les fimbriae, flagelles, LPS, 

et lipoprotéines [153, 158].

Des mutants défectives de Pseudomonas fluorescens WCS365 ayant 

perdu leurs pouvoir de compétition sur racines de pomme de terre, radis, blé et 

tomate en conditions naturelles ou  sur microcosme, ont montre une mutation 

survenant au niveau de l’opéron Sss/XerC qui code une protéine de la famille λ 

intégrase des recombinases site-spécifiques responsable de la variation de 

phase générant la variabilité phénotypique [159].

Sss/XerC est constitue de six ORF ayant une moyenne G/C d’environ 

63,7% [138]. Chaque ORF est précèdes par une séquence codant un motif de

Shine-Dalgarno correctement espacé des différents codons de départ,

exception faite pour l’ORF5, qui est transcrit avec l’ORF4 [159].

Aucune séquence promotrice n’a été rapporte a l’intérieur de l’opéron 

Sss/XerC. Cependant, une région promotrice très hautement conservée se 

situant en amont des deux gènes LppL/lysA a été rapporte chez les espèces

de Pseudomonas, suggérant un rôle de liaison avec des facteurs de 

transcription ainsi qu’une régulation génique de lysA médiée par un système de 

type atténuation [160] (Figure 1.13).
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Figure. 1.13. : Carte de restriction d’un fragment d’DNA de P. fluorescens

WCS365, incluant un fragment de 5-kb HindIII complémentant le déficient de 

colonisation.

(A) les flèche situes sur le fragment HindIII de 5-kb indiquent la direction et taille des six ORFs. 

(B) les fragments utilises pour la complémentation de séquençage du fragment simple brin 

ADN.B, BamHI; C, ClaI; E, EcoRI; Ev, EcoRV; H3 HindIII; K, KpnI; S, SmaI; Sa, SalI

1.6. Modélisation des populations microbiennes

Comprendre les mécanismes de succession et décrire la dynamique des 

communautés microbiennes telluriques dans un environnement en perpétuel

changement a été traditionnellement l'un des problèmes les plus importants et 

les plus difficiles en écologie du sol. Peu de travaux ont été spécialement 

consacrés aux microorganismes et à la microfaune du sol. Ce domaine est 

critique en raison de l'importance des actions écologiques que peuvent avoir les 

communautés microbiennes sur l’ensemble de l'écosystème (décomposition de

la litière végétale, de l'azote fixation, dénitrification fixation et dénitrification, 

formation et consommation des molécules à l'état gazeux, la transformation de 

métaux, la réduction du sulfate, la production de phytohormones, etc.).

La modélisation mathématique joue un rôle très important dans la

mesure où elle permet de vérifier différentes hypothèses en écartent celles qui 

sont manifestement fausses qui ne s’accorde pas avec les données 

expérimentales. Ces procédures permettent de gagner du temps et du matériel

en permettant de simuler différents scenarios pouvant survenir dans 

l'écosystème, en modifiant les paramètres constitutifs des équations utilisés.
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1.6.1. Évaluation générale des modèles mathématiques disponibles

Les modèles mathématiques décrivant la croissance et l'activité

microbienne peuvent être déterministes et stochastiques, empirique et 

mécaniste, numériques et analytiques ou dynamique et statique.

Les modèles mécanistes (explicatives), sont préférées aux modèles

empiriques (descriptives) parce qu'ils sont construits pour rendre compte des 

processus biochimiques contrôlant la croissance microbienne [161, 162].

Cependant, si le mécanisme régissant le processus étudié est inconnu, les 

fonctions mathématiques doivent être utilisées de manière empirique, et la 

pertinence du modèle est statistiquement évaluée à partir du niveau 

d’ajustement aux données expérimentales. De ce fait, les modèles empiriques

peuvent être développés en modèles mécanistes au fur et à mesure que les 

données constituant le système deviennent disponibles [163].

Les modèles empiriques axés sur les processus orientés, rendent 

compte des mouvements de transformation de la matière ou de l'énergie, et ne 

tiennent aucunement compte des organismes vivants (micro-organismes, 

animaux, plantes) comme variables d'état explicite. [164]

La biomasse microbienne est parfois traitée dans certains modèles

comme une partie active de la matière organique du sol [165, 166], mais les 

mécanismes réels de l'activité microbienne, qui sont, la multiplication cellulaire 

et la croissance, l'induction de la répression des enzymes de dégradation et de 

synthèse, le Co-métabolisme de la lignine et de l'humus ne sont pas exprimés.

Les modèles à procédé dirigé “process-oriented models“ ou modèles

empiriques ont l’avantage d’être relativement simples permettant une simulation 

à grande échelle spatiotemporelle. Comme ces modèles n'expriment pas 

explicitement les mécanismes biologiques, ils n'ont pas la généralisation

nécessaire et peuvent faillir à simuler la biodynamique observé sans qu’elle 

nécessite plusieurs interventions à différents stades spécifiques de la 

modélisation. De ce fait leur utilisation reste compliquée à mettre en œuvre.
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L’approche mécaniste a été largement utilisée pour rendre compte de la 

croissance somatique et de la dynamique des populations, ainsi un grand 

nombre fonctions sigmoïdes ont été utilisés pour la modélisation de la 

croissance somatiques et la dynamique des populations [161], pouvant être

appliquées à la croissance microbienne « mono moléculaires, logistiques et de 

Gompertz » [167, 168, 161] (Tableau. 1.3).

Ce type de modèles explicatifs des mécanismes biologiques reposent 

sur une approche de type “organism-oriented models“ qui simulent le flux de 

matière ou d'énergie, en se basant sur le comportement de différents groupes 

fonctionnels ou taxinomique d’organismes du sol [164]. Ces groupes peuvent 

être d'ordre communautaire général (bactéries, champignons) ou représentent 

plus spécifiquement des membres appartenant à des chaines trophiques 

développés [169]. En conséquence, ces modèles fournissent un outil efficace 

de recherche pour l'examen des comportements complexes des dynamique 

des micro-organismes : la croissance et la survie, la différenciation et 

l'extinction, l'état d'équilibre et de dynamique transitoire, les variations dans la 

composition de la cellule, la synthèse des sous-produits, etc.
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Tableau. 1.3. Equations utilisés dans la modélisation de la dynamique des 

populations microbiennes.

τ (h) temps discret de la phase exponentielle, K (h) temps pour le quelle la moitié de la 

croissance est achevé, t (pas d’unité) tendance de la courbure, Ll  log du maximum de la taille 

de la population microbienne.

Ainsi et malgré l’existence d’un nombre élevé d’équations non linéaires

utilisées pour la modélisation de la croissance microbienne, il n'existe pas de 

fonctions qui soient significativement supérieur aux autres. [170, 171]

Lopez et al [172], ont effectué une évaluation statistique détaillée sur les 

résultats prédits par les équations figurant dans le tableau (1.3). Cette étude a 

révélé des différences significatives entre les modèles dans leurs performances 

et leur précision. 

Les Modèles BAR, LIN, RCH et WBL ont montré des performances 

constantes pour les deux types de courbes de la croissance microbienne. Bien 

qu'il ait été noté que les modèles BAR et LIN avaient de meilleur ajustement

pour les données obtenus par comptage sur boite Pétri ainsi que le modèle



48

RCH qui semble être plus adéquat pour modéliser les données obtenues

par la mesure des densités optiques. 

Néanmoins, en se basant que sur des critères statistiques, il serait 

approprié de choisir des modèles tels que BAR, LIN, RCH et WBL pour une 

utilisation générale décrivant les courbes de croissance microbienne [172].

1.6.2. Diversité des facteurs environnementaux

Les modèles théoriques simulant la croissance et la vie rhizosphérique 

des bactéries telluriques, sont basés sur les différents profils d’exsudation, ainsi 

que sur la dispersion des nutriments dans la solution du sol [173, 174, 175].

Certains de ces modèles ont été développés pour rendre compte de la 

dynamique des populations bactériennes évoluant dans des conditions 

d’environnement rhizosphériques supposées parfaites, n’intégrant pas le fait 

que la rhizosphère soit en réalité un environnement complexe où plusieurs 

facteurs interagissent entre eux pour avoir des actions, qui soient directe sur 

l’activité microbienne, (ex : effet de  l'humidité, de l'aération et de la texture du 

sol sur la croissance bactérienne) ; ou indirecte dite de rétroaction capable 

d’agir sur ces mêmes facteurs environnementaux (Ex : effet de l'acidité

moyenne et le pH du sol généré par l'absorption et l'excrétion d’anions et de 

cations sur l’activité microbienne).[166]

Cette complexité caractéristique de tout sol naturel (Figure. 1.14), 

représenté par une grande diversité de composantes biotiques et 

environnementales, présente en comparaison avec les systèmes artificiels le 

principal obstacle à la construction de simulations mathématiques réaliste. 

Cependant, il n’est pas possible de simuler tous ces facteurs, car un tel modèle 

mathématique serait trop compliqué à résoudre et à utiliser pour des analyses 

routinières, 

Les modèles dit compliqués ayant un nombre important de variables 

posent un autre problème qui est l’impossibilité de leur appliquer les analyses 

statistiques usuelles telles que les régressions non linéaires, qui sont sensible 

au nombre de valeurs et a leur distribution [166]. Par conséquent, le

reparamétrage de ces modèles est souhaitable, et une procédure dans laquelle
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certaines hypothèses simplificatrices sont émises afin de simplifier les 

équations originales [163].

Nous pouvons en fin, considérablement réduire le nombre de facteurs 

rentrant dans la constitution des équations d’estimation, en tenant compte de 

quelques considérations qui sont principalement :

 La limitation du nombre de facteurs qui constituent les variables 

indépendantes primaires, qui doivent être considérées comme des 

paramètres d'entrée du modèle de simulation.

 Sélectionner d'autres variables qui sont des variables dépendantes

secondaires pouvant être “automatiquement" générées par les différents

équations mathématiques construites sur la base de relations

mécanistes bien déterminés.

Figure. 1.14. Les facteurs environnementaux qui affectent les communautés de 

microorganismes du sol compensant les variables primaires indépendants (en 

gras) et les variables dépendantes (normale).
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1.6.3. La modélisation de la biodiversité microbienne du sol

La plupart des simulations mathématiques prennent en charge de 

modéliser la taille globale des micro-organismes qui rendent compte des 

différentes fonctions biogéochimiques. En réalité, n’importe quel groupe 

physiologiques (Méthanogènes, méthanotrophes, les bactéries nitrifiantes, 

microorganismes aérobies hétérotrophes, etc.) est représenté par un nombre 

de populations en compétition pour les substrats communs. La différence entre 

les différentes populations de la même niche trophique est fonction de sa 

stratégie de vie [176].

On peut distinguer trois types de stratégies de vie qui sont le résultat de 

différents schémas évolutifs survenus sous la pression de la sélection naturelle. 

 Schéma de sélection-K pour les organismes ayant développé une forte 

affinité aux substrats monomères nécessitant peu de dépenses

d’'entretien, pouvant rapidement accumuler les substrats carbonés

polymériques, qui sont stockés en tant que composés de réserve. 

(bactéries autochtones et oligotrophes ainsi que les champignons). 

 Schéma de sélection – r pour les organismes caractérisés par une 

croissance intense et qui ont une activité de biosynthèse très soutenue,

lorsque ils sont soumis a des conditions de croissance limitantes dotées 

de structures biologiques spécifiques tell que des ribosomes et des 

enzymes du métabolisme primaire (Les populations et les copiotrophic et 

les populations zymogène, les levures). 

 Schéma de sélection-L pour deux groupes d’organismes d’ont un 

groupe est adaptée aux environnements défavorables (Psychro-, 

thermo-, halo,acido-organismes et de alkalotolerant), et le second s'est 

adapté au stress par la formation de structures dormantes de résistance

(spores, kystes), et est capable de produire des antibiotiques et 

d’enzymes extracellulaires ayant le pouvoir de dégrader des toxiques 

(aromatiques et polymères composés).
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1.6.4. Expression de la croissance bactérienne

La croissance microbienne a souvent été exprimée en termes de nombre 

d’unités microbiennes CFU (unités formant une colonie) ou indirectement 

mesurée par le biais de la densité optique [177]. Ces paramètres sont 

fréquemment utilisés parce que leurs mesures sont simples et rapide à estimer.

Cependant, la taille des cellules peut varier en fonction des conditions de 

croissance, donnant un nombre de cellules inferieur à la biomasse. 

Pour contourner ce biais d’estimation, la quantification du taux d’O2

consommé ou de CO2 émis peuvent être utilisés pour rendre compte de la 

croissance [176]. 

Les densités de populations obtenues par le comptage CFU et la densité 

optique, nécessitent une transformation logarithmique en raison de leur

hétéroscédasticité (distribution ne suivant pas la loi normale). Dans les cas 

contraire, les régressions appliquées à ces valeurs seront imparfaites et 

donnerons des valeurs hautement dispersées [178].

1.6.5. La sélection d'un modèle mathématique

Pour modéliser le comportement des microorganismes du sol dotés de

stratégies de vie différentes, des modèles s’appuyant sur des données 

actualisées portant sur la physiologie et la biologie moléculaire des espèces 

microbiennes sont nécessaires [176].

Les expériences en laboratoire menées sur des cultures pures et des 

cultures mixtes sont les seuls sources d'information renseignant sur le 

métabolisme microbien. Ces données sont obtenues en soumettant ces 

microorganismes à différents facteurs environnementaux affectant la croissance 

(température, concentration en substrat, le spectre de substrats assimilés, 

modèle dynamique du substrat livraison).

Les données obtenues en laboratoire sont extrapolés ex situ sur des 

situations naturelles survenant in situ, puis d’utiliser les caractéristiques

intégrales (par exemple, le taux de croissance spécifique de la population) pour 

les comparer les unes aux autres en appliquant des tests de signification et en 

définissant la meilleur équations d’ajustement expliquant la plus grande partie 



52

de la variance en appliquant des régressions non linéaires. Ainsi, si la 

concordance est grande entre les deux pools de données, le modèle peut être 

considéré comme pertinent et peut être utilisé pour la prédiction.

Indirectement, L’analyse cinétique de croissance basée sur l’étude des 

combinaisons entre modélisation mathématique et expérimentation dynamique 

sur terrain, peut ultérieurement fournir des indications sur les mécanismes

sous-jacents permettant de mettre en évidence de nouvelles perspectives 

expérimentales.
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1. Le sol

Le sol utilisé dans nos expérimentations a été prélevé au niveau de la 

station expérimentale du département d’agronomie de (Université de Blida), à 

partir d’une parcelle nue non cultivée. Les caractéristiques physicochimiques du 

sol ont été étudiées durant l’année 2006 au niveau du laboratoire de pédologie 

du département d’Agronomie de l’Université de Blida [179] (Annexe A).

Apres séchage et tamisage (4 millimètres de diamètre) afin d’éliminer les 

éléments grossiers. Le sol a été désinfecté par autoclavage (deux autoclavages 

à 120°C pendant 30 minutes séparées de 24 heures d’intervalle).

2.2. Les souches bactériennes

Deux souches de Pseudomonas fluorescens ont été utilisées dans nos 

expérimentations (Tableau 3.1), il s’agit de la souche Pseudomonas 

fluorescens C7R12 et de la souche D2 de Pseudomonas putida. Ces souches 

font partie de la collection microbienne du laboratoire de phytopathologie 

(Département d'Agronomie, Université Saad Dahleb – Blida).

Pseudomonas fluorescens C7R12 est un mutant spontané de la souche 

sauvage C12, résistante a la rifampicine elle a été isolée a partir du sol de 

Chateaurenard (France) et gracieusement fourni par P. Lemanceau (INRA 

Dijon, France). 

Pseudomonas fluorescens D2 est originaire de France, elle a été isolée a 

partir de la rhizosphere du lin et elle a été utilisée dans de nombreux travaux 

expérimentaux s’apparentant à l’étude de son aptitude et compétence dans le 

domaine du bio contrôle et de colonisation rhizosphérique [8].

La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu B de King (KB) [180] 

(Annexe B), en réalisent plusieurs repiquages successifs. Les souches purifiées 

ont été conservées à 4° C.
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Tableau. 2.1. : Origine des souches bactériennes

2.3. Etude de la compétence rhizosphérique

L’étude de la compétence rhizosphérique vise à évaluer les potentialités 

d’adaptation et de colonisation des souches bactériennes au niveau de la 

rhizosphère. A cet effet, un essai portant sur la mise en évidence de l’effet de la 

plante sur les aptitudes de deux souches bactérienne à coloniser la rhizosphère 

a été réalisé. 

Les interactions ont été réalisées avec quarte espèces végétales composés 

chaque une de trois génotypes différents excepté pour l'haricot ou on a étudié 

deux génotypes. (Tableau. 2.2)

 Tomate (Solanum lycopersicum L., 1753) X ( Marmande, Saint pierre, 
Heïnz )

 Blé dur (Triticum turgidum ssp. Durum (Desf.) Husn. 1899).X (Gta 
dur, Vitron, Waha )

 Orge (Hordeum vulgare L. 1753) X (Saida, Tichedrette, Rihane)

 Haricot (Phaseolus vulgaris L., 1753 ) X (Djadida, Contender)

Sur chaque une de ces variétés nous avons appliqué deux traitements avec les 
deux souches bactériennes C7R12 et D2.

Souches de 
Pseudomonas

fluorescens
Rhizosphère Type de 

culture
provenance Origine

C7R12. Vigne. pérenne France. Collection du laboratoire 
de phytopathologie de 
l’université de Blida.

D2. Lin. industrielle France. Collection du laboratoire 
de phytopathologie de 
l’université de Blida
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Tableau 2.2. : Espèces et variétés végétales étudiées.

Espèces 

végétales.

Tomate

(Lycopersicum 

esculentum mill,).

Blé dur.

Triticum durum,

Orge.

(Hordeum vulgare,)

Haricot.

(Phaseolus 

vulgaris)

Variétés.

Marmande. Gta dur. Saida. Djadida.

Saint pierre. Vitron. Tichedrette. Contender.

Heïnz. Waha. Rihane. /

2.3.1. Préparation du végétal

Les espèces végétales utilisées dans les essais relatives à la 

compétence rhizosphérique, à savoir Tomate, Blé dur, orge et haricot, ont subi 

une désinfection par trempage dans l’eau javellisée à 6° pendant 20 minutes, 

suivi de trois rinçages successifs, de 3 minutes chacun, dans de l’eau distillé 

stérile et séchées sur papier filtre stérile.

2.3.2. Microcosmes

Les essais ont été conduits dans des microcosmes conçus selon la description 

de Latour et al [181] (Figure. 2.1).

Le microcosme se compose de trois parties :

 Un tube à essai d’une dimension de 150mm x 25mm, contenant 20 ml 

d’eau stérile.

 Une seringue stérile d’un volume de 10 ml

 Une bande de tissu stérile absorbant mesurant 8 cm de long sur 2 cm de 

large, insérée partiellement, environ 1 cm, à la base de la seringue, qui 

est remplie avec 9 g de sol désinfecté, et placée dans le tube à essai.
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Figure. 2.1. Les différents constituants du microcosme.

(a) : Seringue stérile contenant 10 g de sol.

(b) : Tube à essai d’une dimension de 150mm x 25 mm.

(c) : Bande de tissu mesurant 8 cm x 2 cm.

(d) : Niveau d’eau.

2.3.3. Bactérisation des microcosmes

Les graines de tomate, blé dur, orge et haricot désinfectées ont été 

déposées dans un tube contenant 9 g de sol et recouverts immédiatement par 

1g de sol, pour avoir 10 g de sol dans chaque microcosme.

Les suspensions bactériennes des deux souches (C7R12 et D2) ont été 

préparées dans de l’eau distillée stérile à partir de cultures âgées de 24 heures, 

cultivées sur milieu B de King. La détermination de la concentration a été 

effectuée à l’aide d’un spectrophotomètre (Shimadzu), à la longueur d’onde λ = 

600 nm pour déterminer la concentration de 108 CFU / g de sol.
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2.3.4. Dispositif expérimental

2.3.4.1. Essai de dynamique des populations bactériennes

Cet essai a été réalisé selon un dispositif expérimental en randomisation 

totale avec 7 répétitions pour chaque traitement (Figure. 2.2), comparant 

l’interaction de deux facteurs.

Facteur 1 : Quartes espèces végétales Tomate, Blé dur, orge et haricot.

Facteur 2 : Deux souches bactériennes C7R12 et D2.

L’étude a été réalisée en quatre périodes après 15, 18, 20 et 30 jours de la 

bactérisation. Les 7 traitements issus de cette l’interaction sont :

T1 : témoin positif contenant 10g de sol bactérisés respectivement par les deux 

souches C7R12 et D2 pour chaque traitement.

T2 à T7 : Plants de tomate, Blé dur, orge et haricot bactérisés respectivement 

par les deux souches C7R12 et D2.
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(A) (B)

(C) (D)

Figure. 2.2. Dispositif expérimental de l’étude de la dynamique bactérienne.

(A) : Tomate (Marmande, st pierre, Heinz).   (B) : Haricot (Contender, Djadida).

(C) : Blé dur (Gta dur, Waha, Vitron).          (D) :  Orge (Tichedrette, Saida, Rohane).
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2.3.4.2. Dénombrement bactérien

Après avoir découpé les parties aériennes, au raz du sol, avec un scalpel 

désinfecté, le contenu de la seringue a été récupéré et mis en suspension dans 

un Erlen Meyer contenant 99 ml d’eau distillé stérile. Après homogénéisation, la 

suspension obtenue est mixée (mixeur Blender) pendant 5 minutes et 1ml de la 

mixture est déposé dans un tube à essai contenant 99 ml d’eau distillée stérile. 

Pour obtenir une dilution de 10-10.

Les opérations d’isolement pour le dénombrement ont été effectuées 

avec les dilutions 10-10, pour certains traitements avec trois répétitions pour 

chaque dilution.

L’ensemencement du milieu de culture B de king a été effectué avec 0.1 

ml de chaque dilution, étalé à l’aide de billes en verre, (Ø2 mm), sur la surface 

de la boite de Pétri. L’incubation a été réalisée à 25 °C pendant 24 à 48 heures 

[180].

Selon le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie 

microbienne et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), seul les boites 

présentant entre 30 et 600 colonies ont été retenues. Le calcul de la 

concentration bactérienne de la solution mère se fait selon la formule suivante :

Concentration de la solution mère = Nombre de colonies / (Volume x dilutions).

Les résultats obtenus ont subi une analyse de la variance et la 

comparaison des traitements a été effectuée selon le test kruskal wallis au seuil 

de risque d’erreur de 5% pour déterminer les amplitudes significatives, 

permettant de se prononcer sur les significations des traitements étudiées 

[182].
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2.4. Effet de la température et du pH sur la production de Sidérophores

Les conditions optimales de croissance et de production des métabolites 

secondaires antagonistes (Sidérophores) de Pseudomonas fluorescens C7R12 

et Pseudomonas putida D2 ont été contrôle par le biais du monitoring du taux 

de croissance des deux souches bactériennes sur trois milieux de culture à 

savoir, le milieu B de king, et le milieu Succinate qui sont deux milieux de 

référence connu pour leurs promotion de la croissance des Pseudomonas 

fluorescens et le milieu RM « Rhizobial minimum media » supplémente d’urée 

pour lequel nous avons ajouté des éléments minéraux ( FeSo4.7H2O, CuSo4, 

MgCl2.6H2O, Zn(OOCCH3).2H2O, EDTA, EDTA + FeSo4, ainsi que 

l’ensemble de ces éléments minéraux et ce a deux concentrations différentes a 

savoir 6 et 60 µm) Tableau 2.3.

Tableau. 2.3. : Composition des différents milieux de culture.
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de milieu.

6 µm. 0.25g 0.22g 0.18g 0.2g 0.26g 0.23+.0.12g
0.05+0.048+0.05

+0.04+0.05g

60 µm. 2.5g 2.24g 1.86g 2.0g 2.68g 1.34+1.25g
0.5+0.448+0.5+0.

402+0.536g

[C] : concentration
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La quantité de soluté à ajouter pour constituer le milieu a été calculée comme 

suit pour les deux concentrations de 6 et 60 µm :

Concentration = nombre de moles / volume.

Sachant que :

Le nombre de moles = masse / masse atomique. 

Donc : 

La masse = la concentration x le volume x la masse atomique.

2.4.1. Les milieux de culture

Les souches bactériennes ont été cultivées dans des boites de Pétri 

contenant le milieu King B solide préparé avec de l’eau distillée. Les 

suspensions bactériennes ont été préparés à partir de cultures jeunes de 48 h, 

dont la crème a été récupérée et mise en suspension dans des flacons 

contenant de l’eau distillée stérile mis en agitation a 240 tour / minute. 

La charge bactérienne de ces suspensions a été fixée à 108 CFU / ml à 

l’aide d’un spectrophotomètre (Shimadzu, λ = 600 nm). Des séries de 0.1 ml de 

ces suspensions ont été utilisés pour inoculer dix tubes a essai contenant les 

différents milieux de culture et mis en incubation à 25° C pendant 48 h.

2.4.2. Estimation du poids cellulaire sec

La croissance bactérienne a été estimée par turbidimétrie en utilisant un 

spectrophotomètre (Shimadzu) étalonné avec des cuves de 1.0 cm, contenant 

de l’eau distille stérile. Le poids cellulaire sec (g/L) a été estimé par la 

multiplication de la DO600 par le facteur de conversion (0.57), obtenu à partir 

d’une courbe standard de transformation entre le poids cellulaire sec et la 

DO600. 

Pour l’estimation du poids cellulaire sec, deux tubes à essai contenant 

10 ml de milieu de culture ont été passés à travers du papier filtre whatman 

0.2 μm, dont le résidu a été séché à l’étuve à température constante de 70 °C 

pendant une nuit.
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2.4.3. Test de la production des sidérophore

La quantification des sidérophore a été effectuée suivant le protocole de 

Meyer et Abdullah [183]. Le bouillon de culture a été centrifugé a 

6000 × g/20 min pour la séparation des deux phases et éliminer la phase 

solide. La DO du surnageant a été lue à l’aide du spectrophotomètre (λ 

=400 nm). Selon les travaux de Snow [184], et étant donne que les 

siderophores produits par les deux souches testés sont de type hydroxamate 

positive, la concentration en sidérophore (g/L) a été calculée en utilisant 

l’expression suivante : 

(DO) 400 nm × MW/ε

Sachant que ε qui représente la valeur du coefficient d’extinction est 

égale à 20.000 M−1 cm−1 et le poids moléculaire, MW est égale a 1500 Da.

Les cellules précipitées en amas au fond des tubes de centrifugation ont 

été remises en suspension dans 5 ml d’eau distillé a fin de déterminer la 

turbidité de la suspension et ainsi déduire le taux d‘accroissement dans les 

différents bouillons de culture a une longueur d’onde de 600 nm.

Notons en fin que les mêmes traitements ont été effectués sur la 

croissance sur les deux milieux de culture de référence King B et Succinate à 

différentes températures (20, 25 et 30°C), et a différent pH (6, 7, et 8) sur une 

période s’étendant sur 7 jours.
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2.4.3.1. Modélisation de la taille de la population bactérienne en fonction du 

temps en microcosme

L’équation du modèle utilisé pour estimer la taille des populations 

bactériennes en fonction de la quantité de substrat présente dans le sol, en 

Interaction avec les différentes variétés végétales de tomate, de blé, d'orge et 

d’haricot, a été intégrée, par rapport au temps pour obtenir une prédiction des 

tailles de populations bactériennes sur (15, 18, 20, et 30 jours) avec les 

parametres du tableau 2.4. 

le déroulement mathématique de l’équation (1) donne :

Le remplacement des variables par leurs valeurs respectives tirés à partir 

de précédentes études portant sur la colonisation rhizospherique sous 

conditions d’humidité constantes de 100 kPa [185] (Tableau. 2.4). Après 

intégration avec un solveur numérique de Runge-Kutta-Merson imbriqué d'ordre 

4 et 5, sur matlab R2010a, les valeurs prédictives de la taille des populations 

bactériennes présentes dans les microcosmes sont obtenues.
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Tableau. 2.4. Description des paramètres rentrant dans la constitution de 

l’équation modélisant la croissance bactérienne en microcosme.

Paramètre Description Valeurs

Gw taille prédite de la population après N jours de 

croissance. 

µmax Maximum de Croissance spécifique, déterminé en 

fonction de la concentration de substrat et suivant 

une cinétique de croissance de Monod [172].

0.1 / Heure. 

Sr Concentration du substrat tout type confondu présent 

dans la solution su sol. 

100 µg.

Ks Constante de saturation de la croissance. 4 µg / Cm3           

Θ Potentiel hydrique. 0.34.                   

Kw Constante de mort cellulaire. 0.05/ Heure

Nous obtenons l’équation suivante :

)
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2.4.3.2. Modélisation de la taille de la population bactérienne et de la production 

de sidérophores en croissance en milieu liquide 

Afin de modéliser la croissance bactérienne, une équation logistique (1’) 

indépendante du substrat est utilisée :

Ainsi : 

∫  ௡ݐ݀  /  ݔ݀
଴    =    µ݉  ቀ 1 −  ௫

௫௠ ቁ ∗ (’1)                       ݔ 

Ou :

X : poids cellulaire sec (µg/l).

µm : Maximum de Croissance spécifique.

Xm : maximum de poids cellulaire sec (µg/l).

X0 : poids cellulaire sec initial (µg/l).

L’intégration de l’équation (1’) avec x = x0 et (t = 0), donne la variation 

sigmoïdale de la masse microbienne prédite en fonction du temps, comme cela 

est indiqué par l’équation (2’) ci-dessous :

= ݔ ௫  ௘  µ೘ ೟
 ቂ  ଵ ି ቀ    ೣబೣ೘   ቁ ∗ (  ଵି௘   µ೘  ೟  )  ቃ                        (2’)

Le remplacement des variables par leurs valeurs respectives tirés de 

l’étude précédente menée en microcosmes, en considérant le poids de 1 cellule 

bactérienne comme l’équivalent d’un poids de 1pg. Nous calculons le poids 

cellulaire sec inoculé initialement dans les tubes a essai ainsi que le maximum 

de poids cellulaire sec obtenu à partir des résultats de l’expérimentation mené 

sur microcosmes avec un taux de croissance maximum spécifique de l’ordre de 

0.1. 

Nous intégrons l’équation (2‘) avec un solveur numérique de Runge-

Kutta-Merson imbriqué d'ordre 4 et 5, sur matlab R2010a qui nous donne des 

valeurs prédictives sur la densité des populations bactériennes présentes en 

croissance dans les milieux de culture sur une période de 24h de croissance.
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Pour la cinétique de formation de métabolites secondaires 

« sidérophores » l’équation (3’) basée sur l’équation de Luedeking–Piret, qui a 

été développée pour la prédiction de la production de l’acide lactique par la 

bactérie Lactobacillus delbrueckii [186] a été utilisée.

Ainsi, l’intégration de l’équation (3’) en utilisant les termes de l’équation (2’) 

pour X(t), avec P= 0 à T= 0, donne le profil de formation du produit en fonction 

du temps comme indiqué par l’équation (4’) :

Ou :

P = Concentration du produit prédit (g/l).

α = Coefficient de croissance associé à la formation du produit (sans 

unité),

β = coefficient associé a la production de métabolite non associés à la 

formation de croissance. (h−1).

En ce qui concerne la résolution mathématique de l’équation (4’), la 

même procédure que celle utilisée pour résoudre les équations (6) et (2’) a été 

utilisée. 
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET INTERPRETATIONS

3.1. ETUDE DE LA COMPETENCE RHIZOSPHERIQUE

3.1.1. Dénombrement bactérien

En suivant le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie 

microbienne et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), nous avons 

sélectionné les boîtes présentant entre 30 à 600 colonies (Figure. 3.1).

Figure. 3.1. Boites présentant des colonies bactériennes sur le milieu King B 

après 24 heures d’incubation. (A : boite contenant plus de 30 colonies ; B : boite 

contenant moins de 600 colonies).

Les dénombrements ont été respectivement réalisés, après 15, 18, 20, et 

30 jours du semis pour les 4 genres végétaux étudiés (Blé dur, Orge, Haricot et 

Tomate). Ainsi les résultats obtenus pour les 11 génotypes cultivés en 

microcosme son
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(a) (b)

(c) (d)

Figure. 3.2. Croissance des différents génotypes étudies en microcosmes : (a) 

Blé dur, (b) Orge, (c) Haricot, (d) Tomate, après une durée de 15, 18, 20, et 30 

jour du semis et de la bactérisation.
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Les résultats du dénombrement ont donné lieu a des cultures très 

denses variant de 30 à 600 colonies par boite de Pétri. La transformation 

logarithmique de ces résultats a montré une nette évolution des populations 

bactériennes par rapport aux apports initiaux de (108 CFU/ g de sol) (Figure. 

3.3).

Figure. 3.3. Densités des populations bactériennes dans les microcosmes des 

11 génotypes étudiés.

Pour les 3 variétés de tomate, ayant la plus longue période de 

croissance, nous avons relevé des tailles de populations importantes atteignant 

1013 CFU/g de sol ; avec un pic de colonisation de l’ordre de 3.96 1013 CFU/g 

de sol pour la variété st pierre inoculée avec la souche Pseudomonas putida D2 

(Figure. 3.4).

Pour les variétés de Blé dur, nous avons observé une nette progression 

de la taille des populations bactériennes initiales, qui après 18 jours de 

croissance ont atteint des tailles moyennes de l’ordre de 1013 CFU/g de sol; 

avec un maximum de 2.6 1013 CFU/g de sol pour la souche Pseudomonas 

putida D2 inoculée sur la variété de blé dur (Gta), et un minimum de 9,96 10 12

CFU/g de sol avec le génotype Waha inoculé par la souche Pseudomonas 

fluorescens C7R12 (Figure : 3.4).
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Pour les génotypes d’orge, nous avons relevé des tailles de populations 

moyennes de l’ordre de 10 13 CFU/g de sol, avec une densité maximale de 

2.32 1013. Pour la variété Tichedrétte inoculée par la souche Pseudomonas 

putida D2, et un minimum de 9.25 10 13 CFU/g de sol pour la variété Rihane 

inoculée avec Pseudomonas fluoescens C7R12. (Figure. 3.4).

Notons en fin, que pour les deux génotypes d’haricot, la même moyenne 

en densités de populations a été atteinte après 25 jours de croissance avec 

respectivement un maximum de 2,54 1013 CFU/g de sol et un minimum de 1,13 

1013 pour la même variété Djadida inoculée avec Pseudomonas putida D2 et

Pseudomonas fluorescens C7R12 (Figure. 3.4).

Figure. 3.4. Densité des populations bactériennes dans les microcosmes des 

11 génotypes étudiés.

La comparaison du potentiel de colonisation des deux souches utilisées dans 

notre expérimentation, montre une différence quantitative de colonisation. Ainsi, 

la souche Pseudomonas putida D2 a montré une meilleure compétence 

rhizosphérique par rapport a la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 

(Figure. 3.5 ; 3.6). 
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Figure. 3.5. Densité de population atteinte après 15, 18, 20 et 30 jours de 

croissance pour les génotypes ensemencés avec la souche Pseudomonas 

Figure. 3.6. Densités de populations atteintes après 15, 18, 20 et 30 jours de 

croissance pour les génotypes ensemencés avec la souche Pseudomonas 

fluorescens C7R12
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3.1.2. Interprétation statistique

L’application d’un test d’adéquation sur les résultats du dénombrement des 

11 Génotypes étudiés, en interaction avec les deux souches bactériennes, ont 

montré que les données de la densité des populations logarithmiquement 

transformées suivait une distribution normale. Le test d’hypothèses d’égalité des 

variances estimées par trois tests d’ajustement acceptent l'adéquation à 

différents seuil de signification (Tableau. 3.1 & Figure. 3.7).

Figure. 3.7 . Distribution normale des résultats logarithmiques de la densité de 

population finale des 11 microcosmes en interaction avec les deux souches 

bactériennes.
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Tableau. 3.1. Qualité d’ajustement des données logarithmiquement transformés 

de la densité de population obtenu après dénombrement, par trois tests 

d’ajustement statistiques.

L’application d’un test d’homogénéité (ANOVA 1 FACTEUR) aux résultats 

issus du dénombrement bactérien, associé à un test Post Hoc de Bonferroni au 

seuil de signification de 5%, ayant pour but de mettre en évidence les différents 

sous ensembles homogènes constituant les  échantillons de petite taille. Ces 

tests ont donné des résultats hautement significatifs (Appendice (C) Tableau. 1), 

pour l’effet des deux souches bactériennes qui ont été classées en deux groupes 

homogènes (1 et 2) (Appendice (C) Tableau 3.3).

Ainsi, les interactions «Pseudomonas putida (PP) X Tomate, Orge, Blé dur 

et Haricot », formant le groupe homogène (1), ont montré les niveaux de 

colonisation les plus élevés, avec des concentrations atteignant un maximum 

avoisinant les 4 x1013 CFU/ g de sol avec une moyenne de rang de 13.38. 

Tableau 3.3.
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Le groupe homogène (2), regroupe les traitements effectues par la souche 

«Pseudomonas fluorescens (C7R12) X Tomate, Orge, Blé dur et Haricot », ont 

montré à leurs tour des concentrations bactérienne variant entre 1012 à 1013 CFU/ 

g de sol correspondant a des moyennes de rang d’environ 13.1. (Appendice (C) 

Tableau. 2).

L’essai de détermination d’un éventuel effet variétale sur les 

concentrations finale des souches bactériennes inoculées a donné deux effets 

non significatifs avec des niveaux de signification respective de l’ordre de 0.234 

et 0.904. (Appendice (C) Tableaux 3.4).

Ces résultats indiquent l’absence d’effet inter ou intra spécifique entre les 4 

genres végétaux étudiés et les 11 génotypes expérimentés, en fonction des 

résultats logarithmiques des densités microbiennes finales.

3.2. DISCUSSION

Au cours de notre expérimentation, les effets des deux souches 

bactériennes en interaction avec onze génotypes, appartenant à 4 genres 

végétaux différents ont été étudiés. Les dénombrements effectués sur 

microcosmes ont révélé une bonne colonisation des systèmes racinaires, se 

traduisant par une compétence rhizosphérique appréciable des deux souches 

bactériennes Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens C7R12, 

initialement inoculés à une concentration de 108 CFU/g de sol dans les 

microcosmes. Les deux bactéries testées ont montré une grande capacité de 

colonisation du système racinaire, avec des densités moyennes de colonisation 

de l’ordre de 1013 CFU / g de sol, traduisant une activité microbienne très intense 

en “microcosme“ et dans les micro-agrégats du sol.

Selon les concentrations finales obtenus, nous pouvons conclure de la 

réussite de la colonisation vu que selon Scher et al, [187] un seuil de 5.103 CFU / 

g de sol constitue un bon indice de la réussite de la colonisation racinaire. La 

comparaison des niveaux de colonisation des deux souches bactériennes étudiés 

a montré, l’existence de différences significatives dans le potentiel de 

colonisation des deux souches. Ainsi nous avons d’une manière générale 
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observée une meilleure colonisation des microcosmes inoculés par la souche 

Pseudomonas putida D2 en comparaison avec la souche Pseudomonas 

fluorescens C7R12 (Appendice (C) C, tableau. 2) Ces différences sont 

considérés comme étant normales, étant donné que d’après Lemenceau [8], la 

compétence rhizosphérique des Pseudomonas spp. fluorescents varie d’une 

souche à l’autre, du fait de l’existence de certaines différences dans le potentiel 

de colonisation des racines et dans leurs capacité de maintenir les populations 

en forte densités dans le sol [188].

Les résultats des tests d’homogénéité ont indiqués l’existence d’un effet 

“souche“ significatif, indiquant une différence entre les deux souches pouvant 

être expliqués par l’existence de traits génétiques, biochimiques et 

physiologiques intrinsèques aux souches, leurs conférant différents niveaux de 

rhizocompétence. L’influence de l’origine écologique sur l’expression et la 

stabilité des effets bénéfiques des souches bactériennes a été signalée par 

plusieurs auteurs [189, 190]. Ainsi, les travaux menés par Chennaoui, [191] et 

Ousrir, [192] en conditions d’expérimentation contrôlées,  ont soulevé le 

problème de l’origine géographique, en démontrant des différences de 

performances vis-à-vis la promotion de certains paramètres de croissance et de 

rendement  se traduisant par des densités de populations différentes chez 

diverses plantes cultivées en réponse à l’inoculation avec des souches 

bactériennes d’origines diverses [CHAO “Suisse“], [P64 (Mitidja) et S20 

(ghardaïa), “Algérie“]. [193, 194, 195]. 

Les deux souches Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens 

C7R12 ; originaire de France, ont été respectivement isolés a partir d’un sol 

suppressif à vocation vitivinicole “Châteaurenard“, et d’un sol abritant une culture 

de lin [9]. Les fluctuations de densité de populations observées dans notre 

expérimentation entre les différentes interactions étudiées, peuvent être 

expliqués par la capacité d’accueil de la rhizosphère ; qui selon le couple (sol X 

végétale) peuvent avoir un effet sur la diversité des populations de Pseudomonas 

spp. fluorescents [196,197]. 

La variation de la nature qualitative et quantitative de la matière organique 

exsudée varie donc, en fonction des espèces végétales considérées et 
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dépendent en partie des racines (phénologie, anatomie, morphologie, 

composition chimique, environnement et état sanitaire de la plante). Les analyses 

statistiques, n’ont montré aucun effet variétal significatif à l’issu du test de la 

variance à un facteur calculé au seuil de signification de 5%, indiquant un effet 

mineur des rhizodépôts sur la densité bactérienne finale estimé pour les 11 

génotypes étudiés. 

Un autre facteur pouvant expliquer ces densités de population élevée, est 

la composition des milieux de culture utilisés en laboratoire pour préparer les 

inocula qui selon Fuchs et al. [198], ont des effets significatifs sur le potentiel des 

souches de P. fluorescens. Ainsi, l’exposition des souches bactériennes au 

stress oxydatif en boites Pétri, est similaire a l’action qu’exerce les anions super 

oxyde et peroxyde d’hydrogène générés par la peroxydase membranaire des 

racines sur les parois bactériennes. De ce fait, il a été démontre l’existence d’une 

relation entre le potentiel de colonisation des souches bactériennes cultivés in 

vitro, et l’osmotolérance qui confère aux bactéries colonisatrices du système 

racinaire la capacité de persister et de coloniser efficacement le rhizosplan [69] 

.Etant donné que nous n’avons pas utilisé des d’antioxydants et autres pièges a 

radicaux libres dans nos milieux de culture, il se pourrait que nos inocula ait été 

positivement stimulé en faisant en sorte d’adapter leurs physiologie a leurs 

nouvel environnement, sans pour autant perdre leurs capacité de former des 

colonies qui est considère comme étant un fait extrême causé par l’exposition de 

ces souches à un stress oxydatif violent et extrême en boites de Pétri [199, 70].

D’une manière générale, la synthèse de lipopolysaccharides, d’acides 

amines, de vitamines, d'acides organiques, l'AIA, l'HCN, les antibiotiques, les 

sidérophores, et les métabolites volatiles signal (HSL) rentrant dans le 

conditionnement du quorum sensing qui est un système de détection et de 

régulation des différentes traits cités ci-dessus, permettant aux souches 

bactériennes de se reproduire et de se maintenir à des taux de croissance. Par 

conséquent une augmentation de l'activité métabolique de plusieurs types de 

rhizodépositions riches en hydrates de carbone [200, 201, 202]
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3.3. Modélisation de la biomasse en fonction du substrat et du temps

3.3.1. Estimation de la concentration bactérienne en fonction du substrat

La modélisation de la croissance bactérienne en fonction de la 

composition du substrat (sol), indique à un niveau interspécifique l’existence 

d’un schéma d’évolution caractérisant les deux souches bactériennes 

étudiés. Ainsi, les sorties du model montrent clairement que la souche

Pseudomonas putida D2 et Pseudomoas fluorescens C7R12 se comportent de 

manière similaire, reflétant la modélisation mathématique de la croissance 

bactérienne en terme absolu.

Selon l’équation (1) (c.f, P. 39), utilisé dans le modèle pour estimer la 

dynamique des populations microbiennes, nous avons observé quelques 

légères fluctuations tout au long de l’axe de l'abscisse (10 à 100 µg/cm3). Le 

modèle a prédit pour les deux souches (D2) et (C7R12), un grand pic de 

croissance aux alentours de 20µg/cm3 de substrat correspondant à des tailles 

de populations respectives de l’ordre de : 

 (1,01E+09, 1,98E+09, 1,86E+08) et (1,01E+09, 1,98E+09, 1,86E+08) CFU/g de 

sol, pour les variétés de tomate Heinz, st pierre et Marmande

 (1,30E+09, 1,07E+09, 1,17E+09) et (1,30E+09, 1,07E+09, 1,17E+09) CFU/g de 

sol, pour les variétés de blé dur, Gta, Vitron , Waha 

 (8,03E+08, 9,83E+08, 1,16E+09) et (8,03E+08, 9,83E+08, 1,16E+09) CFU/g de 

sol pour les différentes variétés d’orge, Rihane, Saida, Tichedrette.

 (1,03E+09, 1,27E+09) et (1,03E+09, 1,27E+09) CFU/g de sol, pour les variétés 

d’haricot Contender et Djadida. (Figure. 3.8 ; 3.9).
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Figure. 3.8. Estimation de la dynamique de croissance de Pseudomonas putida

D2 en interaction avec les différentes variétés végétales étudiés en fonction de 

la concentration du substrat dans le sol. 

Figure. 3.9. Estimation de la dynamique de la croissance de Pseudomonas 

fluorescens C7R12 en interaction avec les différentes variétés végétales 

étudiés en fonction de la concentration du substrat dans le sol. 
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Passé le pic de 20µg/cm3, nous observons une tendance générale a la 

diminution des tailles des populations bactériennes qui atteignant pour la 

souche (D2) et (C7R12) des minimums respectives de l’ordre de :

 (1,16E+09, 1,16E+09, 1,73E+09, 1,62E+08, 1,14E+09, 9,36E+08, 1,02E+09, 

7,01E+08, 8,57E+08 CFU/g de sol), pour les précédentes variétés citées dans 

l’ordre (Figure : 3.8).

 (6,91E+08, 8,91E+08, 6,17E+08, 4,85E+08, 5,65E+08, 4,35E+08, 4,04E+08, 

5,05E+08, 5,25E+08 CFU/g de sol), pour les variétés précédentes citées dans 

l’ordre (Figure. 3.9).

Notons en fin, qu’a partir de 30µg/cm3, nous observons pour les deux 

souches (D2) et (C7R12), une augmentation progressive pour toutes les 

variétés étudies, qui à partir de 40 et 50 µg/cm3 de concentration de substrat, se 

stabilisent a des tailles de populations moyennes de l’ordre de :

 (1,26E+09. 1,88E+09. 1,76E+08. 1,23E+09. 1,02E+09. 1,11E+09. 7,62E+08. 

9,32E+08. 1,10E+09. 9,74E+08. 1,20E+09 CFU/g de sol) pour les précédentes 

variétés citées dans l’ordre (Figure : 3.8).

 (7,51E+08. 9,68E+08. 6,70E+08. 5,27E+08. 6,14E+08. 4,72E+08. 4,39E+08. 

1,26E+10. 5,49E+08. 5,34E+08 CFU/g de sol) pour les variétés précédentes 

citées dans l’ordre (Figure : 3.9).
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3.3.2. Modélisation de la taille de la population bactérienne en fonction du 

temps

Sur un l’intervalle de 30 jours distribués sur en 4 phases de [0, 15], [0, 

18], [0, 20], et [0, 30] jours, l'intégration de l'équation (1) a estimé des tailles de 

populations bactériennes finales respectives de 2,02 109, 1,5 1010, 2.71 1012 et, 

5.37 1018  µg/cm3 (Figure. 3.10).

Ces valeurs ont été sous estimés pour la prédiction faite pour 15 jours de 

croissance et sur estimés pour les intervalles de [0,18], [0,20] et [0,30]. Ainsi les 

résultats obtenus expérimentalement en croissance dans microcosme, ont 

donné pour les précédent intervalles des valeurs de densités de population 

respectives de l'ordre de :

 (4.82 1010 , 5.36 1010 , 3.32 1010 , 8.22 1010  µg/cm3) pour la souche 
Pseudomonas putida D2 

 (2.72 1010 , 2.66 1010 , 1.73 10 10 ,3.98 1010  µg/cm3) pour la souche 

Pseudomonas fluorescens C7R12.
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Figure. 3.10. Estimation de concentration bactérienne par gramme de sol en fonction du 

temps (15,18, 20 et 30 jours).
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La qualité d’ajustement entre les données expérimentales et les probabilités de 

prédiction des valeurs établis par le modèle, indiquent une bonne qualité 

d’ajustement par rapport a la distribution normale (Figure. 3.11), indiquant que les 

valeurs prédites par le modèle suivent une distribution linéaire expliquant 83% de la 

variance globale pour les valeurs variant entre 0 et 2 1012. (Appendice (C) C, 

Tableau. 5).Dépassé ce seuil, les valeurs prédites suivent une distribution autre que 

normale. Vu que les valeurs de densité de population prédite suivent un schéma 

spécifique indiquant la probable existence d'une relation hautement significative 

(Quadratique) (Appendice (C) C, Tableau. 6), pouvant mieux rendre compte de la 

variabilité globale comparée à la relation linéaire (Figure. 3.12 ; Figure. 3.13 annexe).

Figure. 3.11 . Distribution et qualité 

d’ajustement des données prédites par 

rapport au temps en distribution normale.

Figure. 3.12 . Qualité d’ajustement des     

probabilités de réalisation des données 

prédites par rapport au temps vis-à-vis 

des données expérimentales.

Figure. 3.13. Courbes d’ajustement des fonctions linéaire et quadratique de 

l’interaction liant la densité des populations prédites par rapport au temps
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Concernant les valeurs de densité en populations prédites sur des intervalles 

de 0 à 30 jours, nous observons une tendance générale à l'augmentation progressive 

qui progresse pour atteindre des valeurs de plus en plus éloignées de la réalité 

biologique, (ex : 5.37 1018 µg/cm3/ 30 jours) (Figure. 3.10).

L'application d'une interpolation cubique de spline pour les valeurs prédites 

par le modèle sur une durée de 20 jours correspondant a des densités de population 

maximale de 1,5 1013 CFU/g de sol, illustre une courbe sigmoïde, modélisant la 

croissance bactérienne sur un intervalle étendu de 100 jours montrant des tailles de 

populations prédites n'excédant pas le seuil maximal de 1015 µg/Cm3.(Figure. 3.13)

Figure 3.14. Divergence des valeurs prédites entre le model initial et la courbe 

d’interpolation cubique obtenue par interpolation des 20 premiers points prédits par 

ce même modèle.
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3.3.3. Modélisation de la taille de la population bactérienne en fonction du temps sur 

milieu de culture liquide

L'intégration de l'équation modélisant la croissance bactérienne sur milieu de 

culture liquide (1' : Cf. p-40) donne comme pour l'équation de modélisation de la 

croissance sur microcosme (1) une courbe continuellement croissante qui dépasse le 

seuil d'intégration, donnant des valeurs prédictives relativement éloignées de la 

réalité biologique 

L'application d'une interpolation conservatrice de formes aux données 

obtenues, après intégration sur un intervalle de 48 heures, donne une courbe 

sigmoïde rendant compte de la dynamique de la croissance bactérienne. Cette 

courbe peut être divisée en trois phases représentant : (Figure. 3.14)

 une période de latence s'étendant sur un intervalle de 0 à 10 heures.

 une phase de croissance exponentielle qui atteint son maximum aux environs de 

70 heures de croissance.

 une phase de déclin qui modélise un arrêt de la croissance et une altération des 

structures biologiques en croissance dans le même milieu de culture. 

Figure. 3.15. Estimation de la quantité de biomasse produite par litre de milieu de 

culture (µg/l).
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La qualité d’ajustement entre les données expérimentales et les probabilités 

de prédiction des valeurs sorties par le modèle, indiquent une bonne qualité

d’ajustement par rapport à la distribution normale (Figure. 3.15).

A des densités de populations dépassant 3.21 107 µg/l, nous observons une 

déviation des valeurs prédites par rapport a la droite normale, (Figure. 3.16). Cette 

déviation indique l'existence d'un autre schéma de croissance hautement 

significative (Appendice (C) C, Tableau. 7), pouvant mieux rendre compte de la 

variabilité globale comparé à la relation linéaire (Figure. 3.17)
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3.3.4. Modélisation de la production de sidérophores en fonction du temps

La modélisation de la production de sidérophores sur milieux de culture 

liquides et l'application d'une interpolation conservatrice de forme à données 

obtenues après intégration de l'équation (4') sur un intervalle de 48 heures, donne 

une courbe sigmoïde rendant compte de la dynamique de synthèse. Cette courbe 

sigmoïde peut être divisée en trois phases représentant : (Figure. 3.18)

 une période de latence s'étendant sur un intervalle de 0 à 5 heures.

 une phase de croissance exponentielle qui atteint son maximum aux environs de 40 

heures de croissance.

 une phase de déclin qui modélise un arrêt de la production et une altération des 

molécules biochimiques produites dans le même milieu réactionnel. 

Figure. 3.19. Estimation de la production de sidérophores sur milieu de culture 

liquide (g/l).

Par rapport a la distribution normale, La qualité d’ajustement entre les 

données expérimentales et les probabilités de prédiction des valeurs estimés par le 

modèle, indiquent une très bonne qualité d’ajustement (Figure. 3.19), Cependant, vu 

que les valeurs de production de sidérophores semblent suivre un schéma spécifique 

(Figure. 3.20), suggérant la probable existence d'une relation autre que normale
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(Cubique) (Appendice (C) C, Tableau. 8), pouvant mieux rendre compte de la 

variabilité globale (Figure : 3.20 ; Figure 3.21 annexe R).

Figure. 3.20. Distribution et qualité 

d’ajustement des données prédites par 

rapport au temps vis à vis de la 

distribution normale pour la production de 

sidérophores sur milieu de culture liquide 

(g/l).

Figure. 3.21. Qualité d’ajustement 

des probabilités de réalisation des 

données prédites par rapport au 

temps vis-à-vis des données 

expérimentales obtenu pour la 

production de sidérophores sur milieu 

de culture liquide (g/l).

Figure 3.22 :Courbe d’ajustement de fonctions lineaires  et cubique de l’interaction 

liant la production de sidérophores par rapport  au temps sur milieu de culture 

liquide.
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3.4. DISCUSSION ET CRITIQUE DES MODELES

Le model mathématique proposé quantifie deux mécanismes importants 

qui sont l’effet du substrat présent dans la solution du sol, et la dynamique de la 

croissance de ces bactéries à travers le temps. Pour un niveau fixe 

d’exsudations, ce modèle démontre l’influence du potentiel hydrique sur la 

diffusion et l’utilisation du substrat sur la croissance et la cinétique de mortalité 

des cellules bactériennes. La simulation du modèle met en évidence la relation 

existante entre la diffusion et l’ajout de substrat sur la croissance bactérienne 

étant donné qu’au delà d’une concentration de 20 µg/cm3 de substrat, la taille 

des populations bactériennes restent relativement stables malgré l’ajout de 

substrat dans le milieu. Cette information permet donc d’acquérir de meilleurs 

connaissances sur les déterminants qui régissent le processus de la croissance 

bactérienne, et permettent de minimiser les apports superflus en éléments 

minéraux lors du processus de production industriel, évitant ainsi, d’influencer 

négativement la stabilité du pH. [139]

L’optimisation des apports et de la concentration des éléments minéraux 

composant la solution du sol, permettent à ces derniers d’atteindre une maturité 

précoce, stimulant leurs métabolismes primaire et secondaire qui leurs 

confèrent une aptitude de compétence quasi immédiate lors de leurs 

introduction en tant qu’agents de bio contrôle dans le sol. Une telle situation va 

épargner d’éventuelles applications massives de fertilisants et de pesticides, 

pouvant ultérieurement causer des phénomènes de phytotoxicité et engendrer 

des effets négatifs sur l’environnement. [203]

Le modèle prend en considération le niveau de saturation qui a des 

effets biologiques différents, permettant dans un temps la diffusion du substrat 

et limitant dans un autre temps le mouvement des bactéries et les phénomènes 

de prédation ayant lieu dans le sol. Selon que l’on soit en présence d’un sol 

saturé ou sec, les effets sont différentiels sur la croissance bactérienne par 

l’intermédiaire de la réduction du niveau de diffusion dans le réseau des 

micropores du sol [203]. Cependant, le modèle ne prend pas en considération 

la présence de plusieurs populations bactriennes indigènes, en compétition 
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avec la population introduite pour l’espace et le substrat du sol. A cet effet ce 

modèle minimise l’effet de la flore indigène en l’éliminant de l’équation. A fin de 

complaire à cette condition nous avons stérilisé le sol et les semences avant de 

les inoculer avec les deux souches de Pseudomonas.

Les paramètres utilisés dans le model mettent en évidence l’importance 

de la croissance bactérienne en fonction de la quantité du substrat produit par 

les racines. Le changement dans la concentration des cellules viables 

influençant la variation du taux de croissance spécifique, et le taux de mortalité 

cellulaire ainsi que le niveau maximale de saturation de la croissance [203].

Les modèles utilisé ne prennent pas en considération la variation de 

plusieurs paramètres et impliquent la variation d’un seul paramètre à la fois.

Ainsi, certaines valeurs des paramètres utilisés dans la simulation du 

modèle mathématique on été expérimentalement mesurés, et d’autres ont été 

prises d’études antérieures précédemment publiés sur le même sujet. Cette 

démarche est fréquemment nécessaire dans ce genre d’études portant sur la 

modélisation des microorganismes vivants, et ce même pour des modèles à 

structure relativement simple, à faible niveau de confiance impliquant des 

valeurs prédites significativement différentes des réalisations expérimentales 

caractérisées par une applicabilité et une répétabilité moyenne voir médiocre 

[203].

Le but de notre étude, n’est pas de produire un modèle générale 

prédictive de la dispersion et de la croissance bactérienne, en fonction de la 

concentration de substrat disponible dans le sol, mais le test de l’applicabilité de 

ce modèle en comparant les données prédites à celles obtenus en laboratoire 

sur microcosmes et sur milieux de culture liquides. Plusieurs paramètres 

doivent être calculés et mesurés pour chaque une de nos souches bactériennes 

à fin d’optimiser les sorties du modèle. Ceci est possible en l'utilisant avec des 

systèmes expérimentaux obéissant aux différentes assomptions simplificatrices, 

excluant quelques paramètres, particulièrement les facteurs environnementaux 

majeurs à savoir la température, le pH, la salinité, et le potentiel hydrique [203]. 

Ces paramètres sont supposés être constants dans le modèle et doivent être 

maintenus stables au cours de nos prochaines expérimentations. De plus, les 
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conditions d’échantillonnage doivent être menées de manière à optimiser 

l’uniformité dans et entre les différentes unités expérimentales “microcosmes“ à 

fin de minimiser les gradients de variabilité [203].

Les écarts d’ajustement observés précédemment (Figures. 3.14 ; 3.15), 

sont probablement dues à des imperfections liées au model lui-même et sont le 

résultat de simplifications d’assomption de départ fixées par le concepteur du 

modèle. Ces écarts peuvent être rectifiés en ajoutant de nouveaux paramètres 

explicatifs impliquant ainsi, le calcul d’un nombre élevé de paramètres rendant 

difficile la mise en exécution du modèle pour des études et/ou des applications 

routinières. Cette divergence et ces grandes tailles de population prédites pour 

des périodes supérieur à 20 jours, montrent une des limites du model étudié, 

qui suggère que ce dernier est plus efficace pour modéliser l’évolution 

temporaire de populations bactériennes dont les charges microbiennes initiales 

soient inferieures à 10 8 CFU/g de sol. Ceci est directement applicable dans la 

conception des inocula initiaux, ajoutés de leurs interpolations. 

Notons en fin que, l’application d’interpolations mathématiques aux 

valeurs prédites par les différents modèles donne des résultats biologiquement 

significatifs. Ces résultats simulent une courbe sigmoïde composée de 

plusieurs phases qui sont : (Figures : 3.17 ; 3.8 ; 3.9). [204]

(i) Une phase de latence initiale (lag-phase), pendant laquelle les enzymes 

nécessaires à la croissance sont induites représentée par la phase allant de 

[0,10 jours],

(ii) Une phase de croissance exponentielle appelée (log-phase) [10, 22 

jours], débute après une première phase de transitons I qui évolue selon une 

cinétique d’une réaction de premier ordre [22, 30 jours]. 

(iii) Une phase de transition II est atteinte lorsqu’un substrat devient limitant 

ou la concentration d’un produit devient inhibiteur [205,206]. 

(iv) Une phase de croissance ralenti avec une faible pente de croissance 

correspondant a la phase stationnaire qui apparait normalement lorsque une 

limitation de substrat, une forte densité de population, est atteint au contact 
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d’une faible pression en O2 ou une accumulation de produits toxiques du 

métabolisme

3.5. Effet de la température sur la croissance et la production de sidérophores

La production de sidérophores la plus importante a été relevée dans le 

milieu de culture Succinate où nous avons observé une variation parallèle de la 

production de sidérophores en fonction de la fluctuation du taux d’absorbance (

= 600 nm) qui représente le taux de croissance atteint par les deux souches 

étudiés Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens C7R12. Ces 

deux souches ont à des températures de 20 et 30°C, atteint des taux de 

production en sidérophores de l’ordre de 0.62 µg et 0.65 µg pour des masses 

cellulaires totales produites de 0.044 µg et 0.025 µg de poids sec (Figure : 3.22)

Sur milieu de culture B de king (Figure. 3.23), et Minimum Rhizobium 

Media (RM) (Figure. 3.24), nous n’avons pas observé de différences 

significatives, entre le taux de production de sidérophores et la quantité de 

biomasse cellulaire produite comparée au milieu de culture Succinate.

La production optimum de sidérophores a été obtenu a température de 

30 et 20°C pour la souche D2 qui a respectivement produit 0.42 µg et 0.5 µg de 

sidérophores dans les deux milieux de culture king B (Figure : 3.23) et minimum 

rhizobium (Figure : 3.24), pour des masses cellulaires respectives de l’ordre de 

0.067 µg et de 0.143 µg.

Pour la souche C7R12, la production moyenne de sidérophores a été 

légèrement la même dans les trois milieux de culture avec un taux de 

production moyen de sidérophores de (0.47 µg), pour une masse cellulaire 

moyenne de 0.6 µg. Notons cependant, l’existence de quelques différances qui 

se traduisent par une production optimale de sidérophores aux températures de 

30 et 20°C sur king B et RM, contrairement au milieu de culture Succinate où la 

production de sidérophores reste stable aux températures de 20°, 25° et 30°C 

pour C7R12. Notons également que pour cette même souche, une tendance 

générale à la baisse progressive dans la production de sidérophores est 

observée à travers les différents niveaux de température (20°, 25° et 30°C)
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Figure 3.23. Production de sidérophores des deux souches de Pesudomonas putida
D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture Succinate en fonction de la 
température.

Figure 3.24. Production de sidérophores des deux souches de Pesudomonas putida 
D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture king B en fonction de la température.
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Figure 3.25. Production de sidérophores des deux souches de Pesudomonas putida
D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture Minimum Rhizobial "RM" en fonction 
de la température.

3.6. Effet du pH sur la croissance et la production de sidérophores

Sur milieu de culture Minimum Rhizobium l’essai de production de 

sidérophores en fonction du pH du milieu, a révélé une baisse graduelle de la 

production de sidérophores en fonction de l’augmentation du gradient du pH 

pour la souche D2. La plus grande quantité de masse cellulaire bactérienne et 

de sidérophores produit a été obtenue au pH 6 avec les quantités respectives, 

de 2.11 et de 0.861 µg ; au pH 7, nous avons observé une stimulation de la 

croissance bactérienne au détriment de la production de sidérophores.

Pour la souche C7R12, nous avons observé une production de 

sidérophores moyenne, comparée à la souche D2. La production maximale de 

sidérophores a été de l’ordre de 0.48 µg au pH 7. Cette production a été 

accompagnée d’une faible croissance bactérienne (2.13 µg) comparée aux 

masses cellulaires produites.

Aux pH 6 et 8, la masse cellulaire produite a été de 2.32 µg pour une 

production totale de sidérophores de 0.3 µg. Ainsi, les résultats obtenus après 

48 heures d’incubation, indiquent que pour la souche D2, le pH optimum de 

croissance et de production de sidérophores se situe respectivement aux 
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alentour de 7 et 6, et que pour la souche C7R12 il se situe vers 8 et 7.( Figure. 

3.25)

Figure. 3.26 : Production de sidérophores des deux souches de 

Psesudomonas putida D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture 

minimum rhizobial "RM" en fonction du pH.

3.7. Rapport biomasse sidérophores

La comparaison entre les rapports de production en biomasse et en 

sidérophores, illustre un classement hiérarchique, selon les grandeurs des 

valeurs sans tenir compte des interactions biologiques (Tableau. 3.9). Dans c 

paramétrage, la prise en considération de la température et du pH reste à 

élucider pour mieux situer les origines des variations constatés. 

Ces rendements montrent que le plus grand rendement a été obtenu 

pour la souche Pseudomonas putida Y (x/s) dans le milieu de culture succinate 

mis en culture respectivement à température de 30°C et 25°C, et que le plus 

grand rendement pour la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 Y (c/s) a 

été obtenu dans le milieu de culture RM mis en culture à pH 8, suivie 

directement par le milieu de culture Succinate mis en culture à une température 

de 20°C. 
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Tableau. 3.2. Rapports de production de biomasse sur sidérophores dans les 

différents milieux de culture utilisés.

Rangs Milieux de culture +(D2) Rapport

Y (X/S)   Milieux de culture

Rapport

Y (C/S)
1 Succinate T 30°C 7,25 RM PH 8 7,56

2 Succinate T 25°C 5,12 Succinate T 20°C 6,27

3 RM T 30 °C 5,00 RM T 30 °C 5,79

4 RM T 20 °C 4,68 Succinate T 25°C 5,58

5 King B T 25°C 4,63 King B T 25°C 4,89

6 RM PH 8 4,61 RM PH 6 4,83

7 RM T 25 °C 4,03 Succinate T 30°C 4,17

8 RM PH 7 4,03 RM T 25 °C 4,12

9 Succinate T 20°C 3,74 RM PH 7 4,12

10 King B T 20 °C 3,73 RM T 20 °C 3,91

11 King B T 30°C 3,54 King B T 30°C 3,82

12 RM PH 6 2,45 King B T 20 °C 3,73

C7R12: Souche de Pseudomonas fluorescens ; D2: Souche de Pseudomonas 

putida Y: Rapport biomasse/sidérophores; X: Biomasse Pseudomonas putida

D2; C: Biomasse Pseudomonas fluorescens C7R12; S: Sidérophores; T: 

Température; pH: Potentiel hydrogène

3.8. DISCUSSION

Pour l'effet de la température sur la croissance et la production de

sidérophores les différences observés sont vraisemblablement liés au fait que 

le Succinate qui est considéré comme un substrat chromogénique favorisant la 

production de sidérophores, ait été a des niveaux différents efficacement 

métabolisé par les deux souches de Pseudomonas, pour la synthèse de 

sidérophores au détriment de la croissance bactérienne. Ainsi, le Succinate qui 

rentre dans la structuration des sidérophores (pyoverdine) où la fraction 3-

amine du chromophore est substituée par différents groupements acyle dérivés 

du Succinate et du malate o α-ketoglutarate [207, 208].
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Pour les effets du potentiel hydrogène sur la croissance et la production 

de sidérophores, le milieu RM contenant le glucose et l’urée qui sont des les 

premières heures de croissance préférentiellement métabolisés en tant que 

source de carbone et d’azote en les intégrant avec leurs dérivés dans les 

différents processus de biosynthèses. Néanmoins, la dégradation de ces 

molécules (organiques et inorganiques), induit une libération de protons 

hydrogénés et de radicaux actives en oxygène qui sont intrinsèquement 

néfastes et délétères pour les cellules bactériennes. Ces déchets métaboliques 

créent de manière passive les conditions nécessaires à l’acidification du milieu 

réactionnel qui voit son pH baisser de un a deux points et les sidérophores 

jusqu’a là produit dégradés vu leurs forte labilité a pH acide (ex : pyovérdines) 

[139]. Ces conditions astringentes induisent l’arrêt immédiat de la croissance 

bactérienne se traduisant par une première phase stationnaire suivie d’un 

courte période de latence qui permet aux bactéries en présence de s’adapter à 

leurs nouveau milieu en activant les voies de biosynthèse alternatives capables 

de synthétiser d'autres enzymes capables de métaboliser d’autres source de 

carbone.

Notons également, que dans le cas du milieu RM, l’extrait de levure qui 

est un mélange complexe de peptides, acides aminés, vitamines, bases 

azotées (puriques et pyrimidiques) et sels minéraux, contribue au 

rétablissement d’un pH normale voir légèrement alcalin qui favorise la 

conservation et la protection des sidérophores. [139]

En fin, pour les rapports (biomasse/sidérophores) les différents niveaux 

de rendements observés ont probablement eut pour origine la présence du 

Succinate et de la peptone dans le milieu de culture Succinate, ainsi que le 

glucose et l’extrait de levure qui rentrent dans la composition du milieu de 

culture RM. Qui induisent une meilleure croissance et un meilleur taux de 

production de sidérophores. Par rapport au milieu B de king [209].
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3.9. Effet du des microéléments additionnés à 6µg/l sur la production de 

biomasse et de sidérophores

Les résultats de l'addition des microéléments additionnées, montre que 

leurs nature influence la croissance bactérienne et la production de biomasse 

ainsi que l'expression synthétique des sidérophores (Figure. 3.26). Ces 

résultats indiquent différents niveaux de production de biomasse et de 

sidérophores, pour les quels nous observons différents schémas de réponse 

pour les deux souches bactériennes étudies, qui sont fonction des milieux de 

culture utilisés. Il est à souligner que chaque milieu est réceptif à une catégorie 

d'éléments minéraux, en termes de composition et de balance nutritionnelle.

Figure. 3.27. Effet des microéléments additionnés à 6µg/l sur la production de 

biomasse et de sidérophores pour les deux souches bactériennes étudiés.

Les résultats de la régression ordinale modélisant les effets des 

différents microéléments, constituant les milieux de culture utilisés dans notre 

expérimentation, sur la croissance et la production de biomasse et de 

sidérophores ont montré des résultats hautement significatifs pour les deux 

souches étudiés avec des tests d’ajustement et des coefficients de pseudo 

corrélation de cox et snell expliquant 99% de l’interaction existante entre les 

différentes facteurs étudiés (Tableaux. 3.10 ; 3.11 ; 3.12).
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Tableaux. 3.3; 3.4. Qualité d’ajustement et coefficients de pseudo-

corrélation R2 du modèle.

Tableau. 3.3. Tableau. 3.4. 

Modèle

-2log-

vraisemblance

Chi-

Square ddl Sig.

Seulement la 

constante

59,638

Final 0,000 59,638 11 0,000

Fonction de liaison : Logit.

Cox et Snell 0,993

Nagelkerke 1,000

McFadden 1,000

Fonction de liaison : Logit.

Tableau 3.5. Estimation de la signification des différents micros éléments 

constitutifs des milieux de culture étudiés.

Eléments minéraux 6µm Estimation Erreur 

std.

Wald ddl Sig.

IC 95 %

Borne inférieure Borne supérieure

[Cu So4 +C7R12] 32,617 16,09 4,109 1 0,043 1,081 64,153

[Cu So4 + PP] 24,614 10,12 5,912 1 0,015 4,774 44,454

[EDTA + PP] 19,477 8,644 5,077 1 0,024 2,534 36,420

[EDTA + C7R12] 3,779 4,090 0,854 1 0,355 -4,237 11,794

[Fe So4 + EDTA + C7R12] -13,314 7,925 2,822 1 0,093 -28,847 2,219

[Fe So4 + EDTA + PP] -21,317 14,80 2,073 1 0,150 -50,337 7,703

[Fe So4 + C7R12] 7,521 5,453 1,903 1 0,168 -3,166 18,209

[Fe So4 + PP] 15,215 7,574 4,035 1 0,045 ,370 30,060

[Mg Cl 2 + PP] -3,915 4,210 0,865 1 0,352 -12,167 4,336

[Mg Cl2 + C7R12] 11,300 6,559 2,968 1 0,085 -1,555 24,155

[Zn + C7R12] -8,177 5,922 1,907 1 0,167 -19,783 3,429

Fonction de liaison : Logit.
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3.10. Production de biomasse et de sidérophores par les souches D2 et 

C7R12

Les résultats obtenus pour la production de sidérophores en fonction de 

la croissance et de la quantité de biomasse produite par la souche D2, montrent 

l’existence d’un faible coefficient de corrélation au seuil de signification de 5%.

Les coefficients de corrélations d’ordre zéro, sont hautement significatifs 

et montrent des niveaux de corrélation négatif pour les interactions liant le 

niveau de croissance et la quantité de sidérophores produite, (- 0.91). Ceci 

indique l’existence d’une forte relation négative entre les deux variables 

explicatives ; 

Au contraire non significatives pour l’interaction liant la production de 

biomasse et de sidérophores (- 0.28 et - 0.14), Ceci indique une faible relation 

entre les deux variables qui suggère la possibilité d’existence d’une relation non 

linéaire (Tableau 3.13).

Tableau. 3.6. Corrélations simple et partielle du niveau de croissance en 

fonction de la production de sidérophores et de biomasse pour la souche D2.

Corrélations

Variables de contrôle biomasse sidérophore do600

-aucun-a biomasse Corrélation 1,000 -0,284 0,250

Signification (bilatérale) . 0,128 0,183

ddl 0 28 28

sidérophore Corrélation -0,284 1,000 -0,914

Signification (bilatérale) 0,128 . 0,000

ddl 28 0 28

do600 Corrélation 0,250 -0,914 1,000

Signification (bilatérale) 0,183 0,000 .

ddl 28 28 0
Do600 biomasse Corrélation 1,000 -0,142

Signification (bilatérale) . 0,463

ddl 0 27

sidérophore Corrélation -0,142 1,000

Signification (bilatérale) 0,463 .

ddl 27 0

a. Les cellules contiennent des corrélations simples (Pearson).
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La réalisation d’une régression d’ajustement de fonction liant la 

production de sidérophores au taux de croissance et a la quantité é de 

biomasse produite, après 48h de croissance, a montré l’existence de relations 

significatives au seuil de signification de 5% (Appendice (C) C,Tableaux. 9, [A1, 

A2]).

Ainsi, les meilleurs coefficients de détermination rendant compte de la 

variabilité globale, ont été prédits par des fonctions cubiques pour les deux 

paires d’interaction avec des coefficients de détermination de l’ordre de 0.83 et 

0.69 (Figure. 3.27).

Figure. 3.28. Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et cubique de 

l’interaction liant la quantité de Biomasse et de sidérophores produit par la 

souche Pseudomonas putida D2.

Pour la souche C7R12, nous avons observé, la présence de coefficients 

de corrélation négatifs pour l’ensemble des paires avec des niveaux de 

significations très hautement significatives pour l’interaction entre la biomasse 

et la quantité de sidérophores produit. Un niveau de signification bas pour 

l’interaction entre niveau de croissance et la production de biomasse a été 

souligné.

La corrélation du premier ordre de la biomasse et de la quantité de 

sidérophores produits, en fonction du niveau de croissance, a montré une 

corrélation très hautement significative au seuil de signification de 5%, avec un 
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coefficient de corrélation négatif (- 0.85) synonyme d'une forte liaison entre ces 

variables étudiées (Tableau. 3.14).

Tableau. 3.7. Corrélations simple et partielle du niveau de croissance en 

fonction de la production de sidérophores et de biomasse pour la souche

Pseudomonas fluorescens C7R12.

Corrélations

Variables de contrôle Biomasse Sidérophore Do600

-aucun-a Biomasse Corrélation 1,000 -0,621 -0,257

Signification . 0,000 0,163

Ddl 0 29 29

Sidérophore Corrélation -0,621 1,000 0,877

Signification 0,000 . 0,000

Ddl 29 0 29

Do600 Corrélation -0,257 0,877 1,000

Signification 0,163 0,000 .

Ddl 29 29 0
Do600 Biomasse Corrélation 1,000 -0,852

Signification . 0,000

Ddl 0 28

Sidérophore Corrélation -0,852 1,000

Signification 0,000 .

Ddl 28 0

a. Les cellules contiennent des corrélations simples (Pearson).

Les tests de régression d’ajustement de fonction ont montré que les 

meilleurs équations d’ajustements de la distribution des résultats de la 

production de sidérophores en fonction du niveau de croissance et de biomasse 

produite suivait un modèle exponentielle et cubique très hautement significatif 

au seuil de signification de 5% (Appendice (C) C, Tableaux. 10 ; 11). Cette 

situation explique le plus de variation avec des coefficients de corrélation et de 

détermination respectif de (R = 0.62 ; R2 = 0.38. R = 0.91 ; R2 = 0.83) (Figure. 

3.28, 3.29).
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Figure. 3.29 : Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et exponentielle de 

l’interaction liant le niveau de croissance bactérienne a la quantité de 

sidérophores produit par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.

Figure. 3.30 : Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et cubique de 

l’interaction liant le niveau de croissance et la quantité de Biomasse produit par 

la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.



103

Pour l’interaction entre la biomasse produite et la quantité de 

sidérophores, l’équation linéaire est hautement significative et rend compte de 

plus d’un tiers de la variance. Cependant, le modèle quadratique a montré une 

meilleure estimation des réalisations obtenus avec un coefficient de corrélation 

et de détermination de l’ordre de (R = 0.75, R2 = 0.56) (Figure. 3.30).

Figure. 3.31 : Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et quadratique de 

l’interaction liant la quantité de Biomasse et de sidérophores produit par la 

souche Pseudomonas fluorescens C7R12.
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3.11.  DISCUSSION 

La biosynthèse de sidérophores est dépendante de la biodisponibilité du 

fer dans le milieu et non pas par la croissance bactérienne. Ainsi, la présence 

d’autres métaux tel que le Cu, Cr, Cd, Ni, et Al n’interférent en aucun cas sur 

leurs processus de biosynthèse [8,9]. Cependant, les sidérophores forment des 

complexes forts et sélectifs avec le Fe, Cu, Al, Ga, et Cr [210]

Les sidérophores qui sont des chélateurs sélectifs du fer, sont secrètes 

sous conditions de stress sous l’effet de différents facteurs environnementaux, 

ainsi, les milieux de culture qui ont produit le plus de sidéropohores sont les 

milieux de culture RM supplémentes de sulfate de cuivre et d’EDTA pour la 

souche D2 suivi par les milieux additionnées de sulfate de fer qui ont eu en 

moyenne le même niveau de production de biomasse que la souche C7R12 

mise en culture en présence d’EDTA et de zinc avec une moyenne de produit « 

Sidérophores» de 0.5 µg. Cette quantité de sidérophores produite sans 

agitation des tubes à essai de faible contenance utilisés lors de notre 

expérimentation, est proportionnellement faible comparé aux niveaux de 

production atteint dans d'autres études utilisant d'autres souches de 

Pseudomonas spp. fluorescentes cultivés dans des flacons d'agitation d'1l de 

contenance, où des nivaux de production élevé ont été atteint avec des taux de 

production variant respectivement entre 0.08 et 0.4 g/l [211, 212]. Notons en fin, 

que le taux de production moyen obtenu dans notre expérimentation est égal à 

celui obtenu dans un essai de production mené par Silva et al [213], sur une 

souche de Pseudomonas fluorescens cultivé dans un bioréacteur de 50 l de 

contenance.

Pour l’interaction entre le niveau de croissance et les différents 

constituants des milieux de culture, il a été montré que Fe So4 et Cu So4 

avaient un effet significatif sur le niveau de croissance de la souche 

Pseudomonas putida D2. L’ajout du complexe, [(EDTA + FeSo4), Zinc] ; et Mg 

So4, avait respectivement des effets significatifs sur la production de la 

biomasse bactérienne avec les deux souches C7R12 et D2 (Tableau. 3.9).

Pour la production de sidérophores, il a été révélé que l’addition de 

CuSo4, Fe SO4, et d'EDTA induisait un effet sur la production de sidérophores 
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chez la souche D2, alors que le CuSo4 influençait celle de la souche C7R12 

(Tableau. 3.9). Ainsi, nous observons que les productions de biomasse et de 

sidérophores sont inversement proportionnelles et que selon Meyer et Abdallah 

[212]. La quantité de pigments synthétisés par unité de masse cellulaire était 

inversement proportionnelle à la concentration des facteurs limitant de la 

croissance. Dans ce cas, la situation peut être considérée comme étant les 

différents microéléments qui n’ont eu aucune action significative sur la 

croissance et la production de biomasse et de sidérophores chez les deux 

souches bactériennes. Les minéraux cités ci dessus conditionnent l’intégrité 

des membranes cellulaires et la stabilité génétique des inoculas et sont 

essentiels pour la croissance bactérienne. Ils ont une action en qualité de 

déterminants majeurs et/ou catalyseur de la synthèse de plus de 300 enzymes 

et autres protéines [20 ; 140]. 

Chez les Pseudomonas, ces minéraux répriment ou stimulent la 

synthèse des antibiotiques, agissent sur la transcription et la promotion des 

gènes biosynthétiques, et peuvent indirectement affecter la biodisponibilité des 

éléments minéraux essentiels et la régulation du pH [210, 188, 214].

Le fer est un élément essentiel pour les bactéries en raison de sa 

participation dans le cycle de Krebs, le transport des électrons, des acides 

aminés la biosynthèse des pyrimidines, la synthèse de l'ADN, et d'autres 

fonctions essentiel [215]. L'absorption du fer doit également être réglementée 

en raison de son effet létal par la réaction de Fenton [216]. Deux études ont 

montré que la production de phytotoxines, syringomycine et syringotoxine par 

P. syringae était réceptive à la supplémentassions en fer [217, 218]. Bien que le 

fer soit le quatrième élément le plus abondant dans la croûte terrestre, sa 

disponibilité est très faible en raison de sa faible solubilité en solution aqueuse 

([Fe3 +] à pH 7, 10-18 µM) [219].

Le fer et le zinc qui sont tout deux des stimulateurs de la production 

d’une grande variété de métabolites antifongiques (zwittermycin A, kanosamine, 

phénazine, et cyanide) ; ont également un rôle dans la synthèse et la 

répression de la production sidérophores. Ainsi, contrairement au fer, le zinc 
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stimule la production de sidérophores en cas de carence en fer, les 

sidérophores produits auront, par la suite des effets significatifs sur les 

interactions biochimiques, survenant en cas de rétablissement des 

concentrations normale en fer dans l’environnement [6]. Comme indique 

précédemment, la production de sidérophores est négativement corrélée avec 

la croissance bactérienne. Ainsi, dans les milieux de culture amendés en fer, 

nous observons une baisse de la production de sidérophore à la faveur de la 

croissance, quand au contraire nous observons l’effet inverse dans des milieux 

de culture pauvres en fer. Cet état indique que la production de sidérophores 

est régulée par la biodisponibilité du fer dans l’environnement [220, 221, 222].

D’autres éléments minéraux inorganiques tel que le phosphate K2HPO4, 

n’ont démontré aucun effet sur la production de sidérophores ; mais, en 

revanche, ont montré une action sur la répression de la production de certains 

antibiotiques tels que la PHL et la PLT produites par la souche CHA0. Cet 

information peut être utile pour la modulation de la production de métabolites 

antimicrobiennes durant la phase de croissance, pour améliorer la qualité des 

inoculas produits et éviter les problèmes éventuels de phytotoxicité, lorsque au 

même moment nous pouvons avoir une augmentation de la croissance 

bactérienne [6, 10, 71]. D’un autre coté, l’augmentation de la concentration des 

antibiotiques et la stimulation de la synthèse des sidérophores in vitro, par la 

régulation de la concentration des milieux de culture en fer et/ou EDTA, zinc et 

autres éléments minéraux indispensables; peut procurer une protection précoce 

et quasiment instantanée lors de leurs inoculation vis avis des pathogènes à 

croissance  rapide (Pythium ou Goenamomyces), qui ont tendance à occuper 

l’espace rhizosphérique très rapidement. 

La présence du CuSo4 n’interfère pas avec la production de 

sidérophores en cas de conditions de carence en fer. L’addition du CuSo4 aux 

milieux de culture induit une baisse de l’absorbance a 400nm du fait de la 

réduction des sidérophores libres et la formation du complexe cuivre-

sidérophore. Ce dernier à un rôle important dans la nutrition sous conditions de 

carences en cuivre dans le milieu.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION GENERALE

Devant le problème de la pollution des écosystèmes terrestre et 

l'exploitation massive des sols agricoles arables, il apparait clairement que 

l'utilisation excessive des molécules chimiques dans la fertilisation et la 

protection des cultures soit aujourd'hui considérée comme une menace 

sérieuse pour l'environnement et la santé humaine et animale. Ainsi, depuis 

prés d'un demi-siècle un intérêt grandissant s'est porté sur l'exploitation des 

ressources microbiennes bénéfiques qui semblent offrir des avantages 

considérables dans le domaine de la phytostimulation et la bioprotection des 

cultures.

Les Pseudomonas spp fluoescentes appartenant au groupe des 

rhizobactéries bénéfiques du sol, connaissent actuellement un intérêt 

grandissant du fait de leurs polyvalences nutritionnelles et de leurs grandes 

compétitivités dans les sols [91, 92]. D'énormes progrès dans la compréhension 

des processus régissant la colonisation des racines et de caractérisation des 

facteurs biotiques et abiotiques affectant la colonisation et la compétence de 

ces souches ont été obtenus au cours des 30 dernières années. Divers 

mécanismes de suppression des maladies telluriques ont été élucidés et de 

nombreuses associations entre différents agents de lutte ont été testées afin de 

satisfaire aux exigences d'une agriculture durable menée sous serre ou en plein 

champ [223].

Les résultats obtenus au terme des essais de la compétence 

rhisophérique menés avec deux souches de Pseudomonas, montrent un haut 

potentiel de colonisation rhizosphérique. Ainsi, nous avons obtenu des niveaux 

de colonisation de l’ordre de 1013 CFU / g de sol, seuil largement supérieur à 

l’inoculum initial. Ces résultats sont encourageants et constituent une première 

étape dans le processus de sélection des souches à haut potentiel colonisateur, 

pré requis pour une bonne compétence rhizospherique. 
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La capacité des Pseudomonas à croitre et à produire des métabolites 

secondaires qui solubilisent plusieurs éléments minéraux, tels que le fer, le 

phosphore et le manganèse, via l'action d'agents chélateurs sous conditions 

stressantes de faible teneur en fer, est dû à la synthèse de sidérophores qui 

s'attachent préférentiellement au fer. Ces métabolites sont considérés comme 

étant les déterminants majeurs qui confèrent l'aptitude d'une colonisation 

intense des racines et des sols.

La synthèse de ces métabolites est dépendante de plusieurs facteurs qui 

peuvent varier en intensité et en significativité selon que l'on soit dans la phase 

de recherche ou de production à grande échelle, ainsi pour réussir dans le 

processus de formulation d'inoculum destinés à d'éventuels utilisations

agronomiques, il est nécessaire de prévoir une modification d'échelle (scale up) 

qui peut varier selon le procédé, matériel biologique utilisé, et volume de 

production envisagés. 

Le développement de mesures de contrôle et de régulation des 

échanges thermodynamiques survenant lors du processus de production est 

d'une importance capitale car il permet d'obtenir des données concrètes sur les 

paramètres physiques (température, pression, viscosité, taux de flux d'air, ajout 

de substrat, turbidité), chimiques (pH, O2 dissout, O2 et Co2 rejetés, 

concentration en substrat, ions et produit),  et biologiques (activité enzymatique, 

teneur en ATP, NADH et Protéines influant la production de mousse), ayant des 

actions sur la production de ces métabolites secondaires [204].

Etant donné le grand nombre de facteurs à prendre en considération 

variant en fonction d'un paramètre ou plus, et étant donné la complexité des 

interactions inter et intra spécifiques, conditionnant les processus biologique 

(compétence rhizospherique et formulation de molécules et d'agents de 

biocontrol), il est nécessaire de développer des modèles mathématiques qui 

diminuent de la complexité des problèmes posés aux praticiens et aux 

chercheurs, en simplifiant les problèmes et les modèles existant, en imposant 
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des contraintes aux modèles sur la base de suppositions et de postulas bien 

définis. 

Ces modifications peuvent déboucher sur des différences significatives 

comparées aux résultats obtenus en solutionnant les modèles originaux. Ces 

incohérences de prédiction vis-à-vis des résultats obtenu à l'issu de l'application 

de l'approche réaliste, est fonction de la pertinence de la technique 

d'optimisation utilisé et de l'efficacité de l'approche adoptée, qui varie selon la 

catégorie du problème à résoudre ou à modéliser.

De nos jours la modélisation revêt une importance capitale, en raison de 

sa contribution effective dans les processus de prise de décision, statuant sur 

des problèmes biotechnologiques multidimensionnels comportant plusieurs 

optima adaptés et spécifiques selon la complexité et la nature des paramètres 

biologiques à étudier.

Ainsi après avoir utilisé des méthodes d'analyse conventionnelles de 

type statistiques ou stochastiques, voir quelques modèles mathématiques 

(Programmation Linéaire, programmation non linéaire, modèles multi-objectif), 

qui se sont avérés incapables de fournir des représentations satisfaisantes des 

phénomènes biologiques et technologiques contemporains. Des techniques 

appartenant à une génération de modèles plus évolués basés sur des 

approches heuristiques, tell que les algorithmes génétiques et les algorithmes 

mimétiques dans le domaine biologique ont été développés [224]. 

Ces techniques sont plus appropriées pour rendre compte des 

problèmes d'optimisation à objectifs multimodal, liés à la croissance et la 

formulation des milieux de fermentation et autres essais de biosynthèse de 

métabolites secondaires (sidérophores, enzymes, antibiotiques). Contrairement 

aux premiers tests, ces derniers sont plus à même de fournir des réponses 

concrètes aux problèmes d'optimisation des rendements étant donné leurs 

grande capacité de prise en charge d'un nombre important de facteurs pouvant 

dans le cas de notre étude être représentés par les différents composés 

chimiques à effets significatifs sur la croissance et la synthèse de sidérophores, 
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généralement dissociés et traités séparément par les modèles 

statistiques usuels [225].

À court terme, les méthodes technologiques d'investigation à haut débit 

existent déjà pour identifier directement [223]:

(i) Les agents de biocontrôle actifs contre différents pathogènes 

cibles.

(ii) Sélectionner des souches ayant une affinité particulière pour des 

génotypes végétaux.

(iii) Développer et exploiter les sols naturellement suppressifs aux

pathogènes telluriques.

(iv) La reconnaissance de l'impact du processus de production sur la 

qualité des produits de biocontrôle.

(v) Développement de méthodes d'identification à haut débit des

facteurs influençant l'efficacité et la durée de vie.

(vi) L'ingérie des souches pour une plus grande efficacité et stabilité 

dans le sol. obtenu au terme du séquençage complet de la souche 

Pf-5 de P. fluorescens, qui a révélé l'existence d'une multitude de 

voies de biosynthèse et de métabolites à activité antifongiques qui 

jusqu'à la restait inconnues.
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CONCLUSION

Les applications de souches de Pseudomonas fluorescens dans les 

différents essais réalisés dans ce travail, ont mis en évidence leurs potentialités 

de croissance et de maintient en microcosmes. Les taux de croissance ont 

atteint des seuils remarquables qui confirment le potentiel de biocontrôle des 

souches bactériennes étudiés, en interaction avec les différentes plantes 

herbacées testées.

La première partie de notre travail expérimental, relative à la mise en 

évidence de la compétence rhizosphérique des souches de Pseudomonas

fluorescens, a révélé une interaction positive des souches (D2 et C7R12) avec 

les espèces végétales (tomate, Orge, blé et haricot), caractérisée par une nette 

évolution des populations bactériennes dans les différentes rhizosphères, 

estimée en moyenne à 1013CFU /g de sol. Un tel seuil de colonisation témoigne 

d’une bonne adaptation des souches bactériennes dans les rhizosphères de 

ces différents génotypes végétaux.

Les résultats de notre étude montrent que la réussite de la colonisation 

racinaire est liée à la souche bactérienne et non pas a son origine 

géographique ou au type de la plante hôte étudiée. Cependant, d’autres 

facteurs non contrôlés, a l'exemple de paramètres abiotiques pouvant avoir une 

influence sur la croissance et la survie des bactéries inoculés dans les 

rhizosphères des plantes cultivés, ou conditionnées en microcosmes.

Cette étude donne, un aperçu sur la probable diversité des mécanismes 

que possédant les deux souches de Pseudomonas fluorescens étudiés, qui 

sont dites compétentes dans leurs pouvoir de colonisation des racines, et 

suggèrent une possible utilisation de ces souches en tant qu’agents de lutte 

biologique, en raison de leurs stabilité et de leur fort taux de reproductibilité 

dans le sol.



112

Dans la deuxième partie de notre travail, des aspects de production de 

biomasse bactérienne en relation avec la synthèse de sidérophores, ont été 

traités de façon quantitative suivie d'une modélisation. A l'issu de cet 

expérimentation, il apparait que la croissance et la production de sidérophores, 

varie en fonction des souches bactériennes mises en culture sous différentes 

conditions de température et pH. Aussi, il apparait que certains éléments 

minéraux rentrant dans la constitution des différents milieux de culture (CuSo4, 

l’EDTA, FeSo4), ont des actions significatives sur le métabolisme des souches 

bactériennes étudiés.

Des corrélations négatives entre la production de biomasse et la 

production de sidérophores des deux souches D2 et C7R12, ont également été 

mis en évidence, Ainsi de meilleurs ajustements de fonction expliquant plus de 

50% de la variance globale ont été avec des équations cubique et quadratique.

Pour la troisième partie de notre travail, la modélisation mathématique de 

plusieurs équations quantifiant (i) l’effet du substrat présent dans la solution du 

sol et la dynamique de croissance bactérienne sur microcosmes, et sur (ii) 

milieu de culture liquide. (iii) ainsi que la formation de produit « sidérophores » 

en fonction du temps, ont permis d’obtenir des prédictions des tailles des 

populations qui nous ont permis d’apporter certaines critiques, après qu’on les 

ait comparés à nos données expérimentales. Les équations testés, peuvent 

être utilisés comme outils permettant de simuler différents scenarios 

biologiques en faisant varier les différents paramètres constitutifs des 

équations, dans le but d'épargner du temps et d'éventuelles ressources matériel 

et humaines liés a la mise en place de dispositifs expérimentaux compliqués et 

superflus.

Au terme de notre travail, nous signalons la nécessite d’étudier le 

potentiel de colonisation de toutes les souches dites rhizocompétentes afin 

d’identifier directement les agents de biocontrôle actif, compatibles avec des 

cultures ou des cultivars particuliers. Ainsi, l'étape de sélection est cruciale pour 

déterminer la vocation des souches candidates à d'éventuelles utilisations en 
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lutte biologique ou en tant qu’agents et de phytostimulation ou de 

bioremédiation des toxiques accumulés dans l'environnement. 

De ce fait, il est nécessaire d’approfondir nos connaissances génétiques 

biochimiques et physiologiques, pour mieux comprendre les différentes 

interactions qui lient la plante aux microorganismes du sol, ainsi que l'effet que 

peuvent avoir les différents facteurs environnementaux sur le dialogue inter et 

intra communautaire, s'exprimant par le biais de l'atténuation « Quorum 

quenshing » et/ou de l’elicitation « Quorum sensing » des signaux moléculaires 

qui se répercutent directement sur  l'expression du métabolisme secondaire ( 

ex: synthèse d'antibiotiques et de sidérophores). [67, 105].

Notons en fin, que face au défit de l’incompétence de certaines souches 

de biocontrôle à efficacement coloniser certain milieux oligotrophes naturel et 

synthétiques. Il serait utile d'impliquer les firmes privés, dans le processus de 

(recherche – développement), afin d'élaborer et perfectionner les ressources 

biologiques existantes pour leurs conférer la capacité d'efficacement persister 

dans l'environnement et d'assurer une couverture phytosanitaire appréciable 

durant les différents saisons de culture. Aussi, le développement de nouveaux 

procédés technologiques et autres modèles prédictives de gestion et d'aide a la 

décision traitant du criblage des agents de lutte biologique, de la formulation, 

conditionnement, stockage et acheminement de ces produits, reste un enjeu 

majeur pour vulgariser l'utilisation de ces moyens de lutte auprès des 

agriculteurs, et ainsi réduire la part des molécules chimiques dans les différents 

programmes de lutte appliqués annuellement à travers le monde.
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APPENDICE (A)

Tableau des caractéristiques physico chimiques du sol utilisé. [191].
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APPENDICE (B)

Les milieux de culture

Milieu B de King (KB) King et al., [357]

Peptone (Difco)                   20 g

Glycerol (Prolabo)               15 ml

K2 Hpo4 (Sigma)                1,5 g

MgSO4 (Sigma)                  1,5 g

Agar (Sigma)                       15 g

Eau distillée                         1000 ml

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes à 120° C

Milieu de culture succinate

Agar                                    15.0g

Peptone                                5.0g

acide Succinique                 1.68g

MgSO4·7H2O                       1.0g

(NH4)2SO4                           1.0g

FeCl3·6H2O                          2.0mg

MnSO4·H2O                         2.0mg

pH 7.0 ± 0.2 a 25°C

Milieu de culture minimum rhizobium media "RM"

Glucose                                20 g

Extrait de levures                 10g

K2HPO4                                  4g

pH 7.0 ± 0.2 a 25°C.
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APPENDICE (C)

Les tableaux des tests statistiques

Tableau. 1 : Test de la variance de la densité des populations en fonction 
des deux souches bactériennes utilisées.

ANOVA

Somme des carrésddl Moyenne des F Signification
Intergroupes ,451 1 ,451 43,179,000
Intra-groupes ,209 20 ,010
Total ,660 21

Tableau. 2 : Statistiques descriptives des deux groupes homogènes 1 et 2 au 
seuil de signification de 5%. 

Tableau. 3 : ANOVA à 1 facteur pour l’interaction entre le genre végétale et la 
dendensité bactérienne finale. 

ANOVA (І).

Somme ddl Moyenne F Signification

Intergroupes ,136 3 ,045 1,560 ,234
Intra-groupes ,524 18 ,029

Total ,660 21

Seuil de signification = 5%.

Tableau. 4 : ANOVA à 1 facteur pour l’interaction entre génotype végétale et densité 
bactérienne finale.

ANOVA (l)

Somme des ddlMoyenne des carrés F Signification

Inter groupes ,185 10 ,018 ,428,904

Intra-groupes ,475 11 ,043

Total ,660 21
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Seuil de signification = 5%.

Tableau. 5 : Analyse de la variance des données prédites par un modèle 
linéaire en fonction du temps. 

ANOVA

Somme des ddl Carré F Sig.

Régression 70,361 1 70,361 100,497 ,000

Résidu 30,106 43 ,700

Total 100,467 44

La variable indépendante est le temps.

Tableau. 6 : Analyse de la variance des données prédites par le modèle 
quadratique en fonction du temps.

ANOVA

Somme des ddl Carré F Sig.

Régression 97,385 2 48,693 663,592 ,000

Résidu 3,082 42 ,073

Total 100,467 44

La variable indépendante est le temps.

Tableau.7 : Analyse de la variance des données prédites par le modèle suivant 
une modèle quadratique en fonction du temps.

ANOVA

Somme des ddl Carré F Sig.

Régression 28,104 2 14,052 1761,510 ,000

Résidu ,359 45 ,008

Total 28,463 47

La variable indépendante est le temps.

Tableau. 8 : Analyse de la variance des données prédites par le modèle 
suivant une modèle quadratique en fonction du temps.

ANOVA

Somme des ddl Carré F Sig.

Régression 4,876 3 1,625 58651,728 ,000

Résidu ,001 20 ,000

Total 4,877 23

La variable indépendante est le temps.
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Tableau. 9 (A1) : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction cubique 
entre le niveau de croissance et de sidérophores produit par la souche 
Pseudomonas Putida.

ANOVA (A1)

Somme des ddl Carré F Sig.

Régression 1,122 2 ,561 2163,343 ,000

Résidu ,007 27 ,000

Total 1,129 29

La variable indépendante est do600.
Tableau : 9 (A2) : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction cubique 

entre la quantité de biomasse et de sidérophores produit par la souche 

Pseudomonas Putida.

Tableau. 10 : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction exponentielle 
entre le niveau de croissance bactérienne et de sidérophores produit par la souche 
Pseudomonas fluorescens C7R12.

ANOVA

Somme des ddl Carré moyen F Sig.

Régression 7,606 1 7,606 21,206 ,000

Résidu 12,195 34 ,359

Total 19,801 35

La variable indépendante est Do600.

Tableau. 11 : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction cubique liant le 
niveau de croissance et la quantité de Biomasse produit par la souche 
Pseudomonas fluorescens C7R12.

ANOVA

Somme des ddl Carré moyen F Sig.

Régression ,444 3 ,148 54,701 ,000

Résidu ,087 32 ,003

Total ,530 35

La variable indépendante est Do600.

ANOVA (A2)

Somme des ddl Carré F Sig.

Régression ,033 3 ,011 15,738 ,000

Résidu ,015 21 ,001

Total ,048 24

La variable indépendante est biomasse.
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RESUME



L'objectif de notre travail est la mise en évidence de la capacité de souches de Pseudomonas fluorescens à coloniser efficacement la rhizosphère des plantes cultivées. Cette étude a été réalisée en trois parties principales : la première porte sur la compétence rhizosphérique des souches de Pseudomonas fluorescens en interaction avec onze génotypes appartenant à quatre genres végétaux différents (Tomate, Orge, Blé dur, et Haricot). La deuxième partie porte sur l’étude de la croissance et la production de biomasse et de métabolites secondaires par les souches de Pseudomonas fluorescens en croissance sur différents milieux de culture liquide soumis à différentes conditions de pH et de température. La troisième partie porte sur la modélisation de la croissance et de la production de métabolites secondaires sur microcosme et sur milieu de culture liquide.

La bactérisation des plantules dans les différents microcosmes, a montré un seuil de colonisation rhizosphérique appréciable “1013 CFU / g de sol“. 

Dans l’essai du suivi de la croissance sur différents milieux de culture liquide, nous avons observé des différences de croissance des souches de Pseudomonas fluorescens sur les trois milieux de culture utilisés. plusieurs éléments minéraux (FeSo4, EDTA, CuSo4) se sont avères être significativement influent sue la croissance et la production de sidérophores des deux souches de Pseudomonas étudiés. 

la modélisation a permis de prédire des tailles des populations importantes qui furent cohérentes avec nos résultats d’expérimentation et ont permis d’exprimer certaines critiques quant à une éventuel utilisation de ces modèles pour des études routinières de laboratoire, portant sur le monitoring des populations bactériennes en croissance sur microcosmes ou sur bioréacteurs.



Mots clés : Compétence rhizosphérique, Pseudomonas spp. .fluorescents, Microcosme, Sidérophores, modélisation.









ABSTRACT

The aim of our work is the demonstration of the ability of Pseudomonas fluorescens strains to efficiently colonize the rhizosphere of plants. This study was conducted in three main parts: the first one was conducted on the Pseudomonas fluorescens rhizospheric competence in interaction with eleven genotypes belonging to four different plant genera (Tomato, Barley, Durum wheat, and beans). The second main part, concerns the study of the growth and production of biomass and secondary metabolites “sidérophores” by Pseudomonas strains grown in different liquid media, exposed to different levels of pH and temperature. The third part focuses on the modeling of bacterial growth in microcosm and liquid culture medium.

The bacterisation seedlings in the microcosms, showed that applied rhizobacteria strains are characterized by a high level of rhizospheric colonization, reaching 1013 CFU / g of soil, despite their plant origin. Therefore, we found a high levels of colonization in the rhizosphére onto the different root network of studied plants.

In the trial of monitoring the growth of Pseudomonas fluorescens strains on different liquid culture media, we observed a better growth rate on succinate culture medium with an optimal growth reached at different points of temperature and pH.

For testing growth on different culture media supplemented each one with a specific mineral compound, several minerals were founded to be significantly influencing the growth and sidérophores synthesis.

For the third part of our work, mathematical modeling of equations quantifying (1) the effect of available substrate present in the soil solution and the dynamic of growth in microcosms; (2) and onto liquid culture medium, (3) and the kinetic of product synthesis "sidérophores" in function of time, have been checked and predictions of population sizes were carried out and compared with our experimental data. 



Those comparisons permitted to find out some consistent results with our experimental results and an allowed us to express some criticism about possible use of these models for routine monitoring of bacterial populations growth on microcosms and bioreactors. 

Keywords: Rhizospheric competence, Pseudomonas spp. Fluorescents, Microcosms, Siderophores, modeling. 


الملخص







الغرض الأساسي من دراستنا التجریبیة ھو إبراز فعالیة و قدرات بعض عزلات. Pseudomonas spp fluorescents على استعمار المجمع الجذري لعدد من النباتات. الجزء الأول یتناول قدرة عزلتين من Pseudomonas spp. fluorescents على تعمير أربعت أصناف نباتية ٫ الطماطم٬ الشعير، القمح الصلب٬ الفاصوليا. في أوساط مصطنعة تركیبیة ( نبات + بكتیریا) وكذلك لإبراز قدرات ھده البكتیریا في تعمیر المجموع الجدري. الجزء الثاني یتعلق باستعمال العزلات  البكتیریة لدراسة النمو وإنتاج الكتلة الحيوية و الا يضية الثانوية في أوساط سائلة مصطنعة تركیبیا وضعت في ظروف نمو مختلفة.الجزء الثالث يركز على تطبيق نماذج حسابية رياضية لنمو البكتيريا في أوساط مصطنعة تركیبیة ( نبات + بكتیریا) وأوساط مصطنعة سائلة

دراسة مستوى اعمار عزلات  ــ اظھر مستویات تجاوزت  1013 /cfuغ من التربة و ذلك بالرغم من اختلاف أصول تلك العزلات

بالنسبة لرصد نمو سلالات البكتيرية على مختلف ألاوساط السائلة المصطنعة تركیبیا ، لاحظنا معدل نمو أفضل في وسط Succinate مع نموٍ أمثل تم التوصل إليه في نقاط مختلفة من الحرارة ودرجة الحموضة للسلالتين.

أظهرت اختبارات النمو على أوسائط نمويه تختلف بعضها بعضً بزيادات مركب معدني محدد، وجدت أن العديد من هذه المعادن لها تأثير بشكل كبيرو مباشر على النمو وإنتاج المركبات ألثانوية .

بالنسبة للجزء الثالث من عملنا، اضهرت الدراسة الرياضية الافتراضية الرياضية لمعادلات قياس تأثير تركيزالعناصر الكيمياءيه المتاحة والموجودة بشكل حرفي محلول التربة، و كذلك ديناميكيات النمو في الأ وساط المصطنعة التركیبیة ( نبات + بكتیریا) السائلة و الصلبة ، و أثرها على مدى تشكيل المركبات الإيضيه الثانوية بالنسبة للوقت ان  تنبؤات أحجام البكتيريا المقاسة والمقارنة مع البيانات التجريبية المستنبطة من أعمالنا التجريبية مقبولة .وكذا  للتعبير عن بعض الانتقادات حول إمكانية استخدام هذه النماذج لمراقباتٍ روتينية على المجمعات البكتيرية



الكلمات الرئيسية: الاختصاص الجذر, Pseudomonas spp.fluorescents، مصغر،   siderophores، النمذجة.
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INTRODUCTION







L’environnement est aujourd’hui l’un des enjeux majeurs du 21éme siècle, ainsi les problèmes de la lutte phytosanitaire qui se posent a l’humanité en ce début de siècle sont aussi nombreux et divers qu’ils l’ont pu l’être durant les 12 siècles d’histoire de l’agriculture. Des les années 40, l'explosion de la démographie et l’émergence de nouveaux pays indépendants ont donné lieu a une augmentation de la demande en denrées alimentaire à travers le monde.

Dans ce contexte, l’émergence d’une agriculture spéculative a conduit au basculement vers une agriculture intensive et extensive, reposant essentiellement sur l’utilisation systématique et irraisonnée des intrants agro- chimiques au détriment de la sauvegarde de l’environnement et des écosystèmes, qui a eu pour conséquence de contaminer et d’accumuler des polluants dans les sols et les nappes phréatiques, ainsi que l’atteinte de millions d’organismes non cibles et auxiliaires ayant débouchés sur l’extinction de centaines d’espèces biologiques. 

Le développement agricole représenté par la forte hausse des rendements et l'obtention de meilleures caractéristiques qualitatives et gustatives a été, le fruit de l'introduction massive d'intrants chimiques. Ainsi, la lutte contre les dépréciateurs des cultures s'est vu intensifier et depuis, plusieurs stratégies de lutte ont été développés. Parmi elles citons la lutte sémiochimique utilisant des médiateurs chimiques impliqués dans les interactions inter et intra spécifique, ainsi que la lutte génétique consistant à apporter des modifications sur le génome afin d’améliorer les aptitudes de l’organisme source pour qu’il réponde rapidement et efficacement aux situations de stress en synthétisant des molécules bioactives ayant un rôle dans la résistance.

Notons en fin, qu’au cour des dernières décennies une évolution très nette c’est faite à la faveur de l’utilisation des moyens de lutte microbiologique qui fait appel au potentiel des agents microbiologiques natifs du sol et de la rhizosphère. Ces microorganismes telluriques dont une fraction constitue le groupe des rhizobactéries sont aujourd’hui considérés comme étant des organismes efficient ayant des actions d’association ou de complémentarité pouvant être bénéfiques et assurer des stimulations et des augmentations en terme de production, le groupe des PGPR « plant growth promoting rhizobacteria » a attiré l'attention de plusieurs laboratoires de recherche, en raison de ces actions de promotion et de protection des cultures.  

Fravel [1] a listé de nombreux agents de biocontrôle qui ont été définitivement admis et enregistrés auprès de l’agence environnementale de la protection des végétaux appartenant aux genres Bacillus, Pseudomonas, Agrobacterium et Streptomyces. 

Les bactéries du groupe des Pseudomonas constituent un genre très particulier, capable de coloniser la rhizosphere des racines en croissance [2,3], s’adapter et s’associer à plusieurs espèces végétales, sur les quelles elles induisent une amélioration des rendements via des effets de phytostimulation [4, 5, 6, 7, 8]. Aussi, elles sont aptes à assurer un effet de biocontrôle en induisant une résistance systémique contre de multiples parasites [9, 6, 10]. Elles présentent également, des effets bénéfiques sur le plan écologique vu que elles sont utilisés pour dégrader certaines substances xénobiotiques toxiques dans l'environnement (sol, eau) [11, 12, 13, 14, 15, 16].

Certaines de ces souches sont capables de produire des métabolites bioactives tells que : 2,4-diacétyl-phloroglucinol (DAPG), pyoluteorine, pyrrolnitrine et les dérivés de la phénazine qui ont été décrites comme étant les déterminants principaux de l’activité antagoniste, [17, 18, 19] cyanure d'hydrogène, exoenzymes lytiques, [18] des lipopeptides cycliques [20]. L‘action des sidérophores qui augmentent la biodisponibilité et l’absorption des éléments minéraux tell que le fer, carbone et phosphore par le biais de la minéralisation de la matière organique soluble et insoluble ultérieurement libéré sous forme cessibles aux végétaux, donne un avantage aux rhizobactéries pour concurrencer la flore indigène pour les nutriments et la colonisation des niches écologiques [21].

D’autres effets de bioaugmentation leurs sont également prêtés, vu qu'elles sont capables d'améliorer la croissance et la morphologie des racines via l’induction de la production de phytohormones, telles que les auxines dont l’acide indole acétique (AIA), les cytokinines et les gibbérellines [22, 23, 24].

Cependant, même avec un volume de travaux très important ayant apporté un nombre considérable d’éléments de compréhension des facteurs abiotiques et autres déterminants génétique, physiologique et biochimiques, pouvant affecter la colonisation et la persistance des Pseudomonas sur les racines en croissance. Il n’en demeure pas moins que le maintient durable de l'efficacité de la couverture phytosanitaire, et de la stabilité de ces microorganismes après formulation et conditionnement, reste fortement tributaire des aléas pédoclimatiques et de la variation des génotypes végétaux aux quelles elles sont associés. Ainsi, la plupart des travaux de recherche ont mentionné l'intérêt particulier de l'étude du comportement de ces rhizobactéries dans le sol en association avec les racines des plantes d'une part et d'autre part la compréhension de l'action des métabolites secondaires associes à ces effets. 

Dans ce contexte notre travail s’est articulé sur trois parties principales se présentant comme suit :

· Une première partie consistant à mettre en évidence le pouvoir colonisateur de deux souches de Pseudomonas fluorescens, inoculés dans des microcosmes, dans le but de montrer la compétence rhizosphérique de ces souches en association avec des plantules de Tomate, Blé dur, Orge et Haricot.



· Une deuxième partie vise à étudier l’effet que peuvent avoir différents facteurs nutritionnels “sources de carbone, acides aminés, source d’azote, microéléments“ rentrant dans la composition des milieux de culture synthétiques, ainsi que l’effet de leurs interaction a différentes concentration sur la croissance et la production de métabolites secondaires
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· Une troisième, partie porte sur l’application et la critique de deux modèles prédictives, portant sur la modélisation de la densité microbienne et le niveau de production de sidérophores sur microcosme et sur milieu de culture liquide

CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LES RHIZOBACTERIES

1.1. Effet phytobénéfique des Pseudomonas spp fluorescens 	

[bookmark: _Toc310370351]1.1.1. Généralités sur les Pseudomonas spp. fluorescents

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles à coloration Gram négative (Gram-), non sporulantes, très généralement mobiles grâce à une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies à métabolisme strictement respiratoire et chimio organotrophes [25]. Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulièrement important qui appartient à la sous-classe γ des protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espèces ubiquitaires fréquemment rencontré dans diverses niches écologiques [26; 27].

Depuis la découverte du genre Pseudomonas [28], plusieurs changements de nomenclatures ont été proposés dès le début de l’année 1968, actuellement, l’édition de 2005 du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology rapporte une soixantaine d’espèces au genre Pseudomonas [29]. Néanmoins, 188 espèces sont actuellement répertoriées sur le site internet http://www.bacterio.cict.fr/p/pseudomonas.html. 

Les Pseudomonas telluriques qui constituent le pool de rhizobactéries colonisatrices de la rhizosphere, appartiennent aux groupes des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria), synonyme de Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes [2, 3]. 

Les bactéries du genre Pseudomonas arrivent à s’adapter facilement et s’associent avec plusieurs plantes et induisent deux types de réactions qui peuvent mener à une situation de déséquilibre métabolique causant une maladie chez les plantes hôtes sensibles, comme par exemple chez les nombreux pathovars de P. syringae qui mettent en place des interactions pathogènes avec les plantes [30].. Ou alors à des interactions mutualistes très largement représentées parmi les bactéries à effet PGPR qui ont un effet 


promoteur sur la croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi largement retrouvées parmi les MHB et les agents potentiels de lutte biologique qui ont pour effet d’améliorer la santé des plantes via l'induction de la résistance systémique [31]. D'autres effets bénéfiques sur le plan écologique leurs sont conférés notamment par leur rôle dans la dégradation de certaines substances xénobiotiques dans le sol et les eaux pollués [12, 13, 14, 15, 16].

les actions bénéfiques de ces bactéries sont souvent le résultat d’un métabolisme secondaire très actif qui sont impliqués chez ces bactéries aux caractéristiques intrinsèques des souches bactériennes et leurs interactions avec les conditions environnementales à l’exemple des sidérophores, les antibiotiques, les substances de croissance et les phénazines [8].

1.1.2 [bookmark: _Toc310368404][bookmark: _Toc310370352] Stimulation de la croissance végétale

De nombreux travaux effectués sur plusieurs espèces végétales font état d’une stimulation de la croissance après bactérisation avec des souches de Pseudomonas spp fluorescents [32, 33, 34, 34]. La mise en évidence de cette stimulation a été rapportée dans différentes conditions expérimentales et à divers stades phénologiques: sur le développement de vitroplants, pendant la rhizogénèse, sur la faculté germinative [36, 37, 38], sur la levée et l’élongation des tiges et sur l’accroissement de la phytomasse de plantes herbacées et ligneuses [39].

Les mécanismes qui induisent ces gains de croissance sont souvent la conséquence d’une production ou d’un changement dans la concentration de certaines métabolites secondaires, tels que l’acide indolacétique (AIA) [40], l’acide gibbérellique [41], l’éthylène [42] l’acide succinique [43] et certaines vitamines [44].




1.1.3 [bookmark: _Toc310368405][bookmark: _Toc310370353]Induction de la résistance systémique

Les rhizobactéries peuvent réduire la sévérité d'une maladie à travers la stimulation de mécanismes de défense inductibles chez la plante [10]. 

Les études réalisées par Van Loon et al [45], ont démontré que certaines rhizobactéries peuvent induire l’expression des capacités défensives chez certaines plantes. Ce mécanisme décrit comme l’induction de la résistance systémique (ISR) a fait l’objet d’autres études [46, 47, 48], en mettant en évidence le renforcement des systèmes de défenses chez plusieurs plantes, tels que le radis, le tabac, l’haricot et le concombre [49, 50, 51, 52].

l’ISR est également peu spécifique concernant la nature de l'agent infectieux contre lequel la phytoprotection est assurée. Etant donné la systémicité du phénomène, l’état induit s’exprime dans tous les organes de la plante, des racines aux feuilles et aux fruits.

[bookmark: _Toc310368406][bookmark: _Toc310370354]1.1.4. Protection des plantes contre les maladies d’origines telluriques

L’utilisation de bactéries du groupe des Pseudomonas spp. fluorescents pour lutter contre les maladies d’origine tellurique a fait l’objet de nombreuses synthèses bibliographiques [53, 54,55,56, 57].

Des résultats intéressants en matière de biocontrôle ont été obtenus dans le cas du piétin échaudage des céréales [136], les fontes de semis du concombre et du blé [58,59,60], la pourriture racinaires de la pomme de terre due à Erwinia Carotovora [33], quelques maladies fongique des agrumes [11] et les fusarioses vasculaires provoquées par divers formes spécifiques de Fusarium oxysporum [61,62, 63,64].

1.2. [bookmark: _Toc310370355]La compétence rhizospherique

Thomashow et Weller [19] ont défini la colonisation des racines comme le processus par lequel les rhizobactéries introduites sur semence, organes de multiplication végétative, ou sur sol deviennent répartis tout le long des racines en croissance en se multipliant, puis en persistant pendant plusieurs semaines en présence de la microflore indigène. 

La colonisation des racines inclut deux schémas majeurs de colonisation caractérisant deux groupes de rhizobactéries ayant chaque une des spécificités préférentielle pour coloniser la rhizosphère, rhizoplan, et/ou l’intérieur des racines.

Ces deux schémas de colonisation sont sous la dépendance d’un nombre important de déterminants génétique, physiologique et biochimiques regroupés sous le vocable de compétence rhizosphérique pour le premier groupe constitué de plusieurs groupes de bactéries phytostimulatrices de la croissance et de bio contrôle (ex : Pseudomonas, Bacillus) ; et la compétence endophytique pour le deuxième groupe de rhizobacteries symbiotiques fixatrices d’azote et promotrice de la croissance (ex : Rhizobium Bradyrhizobium, Mesorhizobium et, Sinorhizobium) (Tableau. 1).

Chez le groupe des Pseudomonas ssp. fluorescents, la compétence rhizosphérique est le résultat d’une somme de traits physiologiques sous dépendance génétique permettant de (i) croître rapidement et être produite en masse sur milieu de culture artificiel; (ii) métaboliser rapidement le contenu des exsudats racinaires; (iii) se multiplier et coloniser l’environnement rhizosphérique et la spermosphére ainsi que l’intérieur des plantes (mycorhyzation), conférer le caractère suppressif à certains sols; (iv) produire un large spectre de métabolites bioactives; (v) être agressive en tant que compétiteur de la microflore indigène; et en fin (vi) s’adapter a des environnements stressants (hautes températures, dessiccation, exposition aux formes actives de l’oxygène, forte osmolarité, faible taux de matière organique, etc.) [65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 51].




Tableau 1.1. : Déterminants bactériens requis pour la compétence rhizo et endophytique.

		Compétence rhizosphérique

		Compétence endophytique



		Flagelles

		Flagelles



		Système de sécrétion

		Système de sécrétion



		Grande taux de croissance 

		Gènes Nod 



		Protéines extra membranaires

		Enzymes de dégradation des parois 



		Recombinase site spécifique

		Mécanismes de détoxification



		NADH déshydrogénase I

		Mobilité



		Antigènes – O des LPS

		Lipopolysaccharides (LPS)



		Production de sidérophores

		



		Production d’antibiotiques

		



		Synthèse d’acides aminés

		



		Production de vitamine B1

		



		Quorum sensing

		



		Fimbriae

		



		Agglutinine
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1.3. Facteurs physiologiques

[bookmark: _Toc310370357]1.3.1.	NADH : ubiquinone oxydoréductase 

Des expérimentations menées sous anaérobiose sur des mutants WCS365, ont montré qu'un taux d’oxygène trop bas menait à la perte de la compétence rhizosphérique de ces bactéries, se traduisant par une incapacité de coloniser le système racinaire et une baisse du temps de génération et de la mobilité.

Des expérimentations d’insertion de transposon mutagènes ont révèle que l’insertion du transposon Tn5lacZ sur l’opéron nuo-4 est responsable de la génération d’un gradient de protons de part et d’autre de la membrane, qui génère une force protomotrice utilisé pour la synthèse de l'ATP, le transport actif de divers nutriments, et la rotation des flagelles ATP dépendent [72].

L’opéron nuo (nuoA à nuoN), qui code les différentes sous unités de l'enzyme NADH : ubiquinone oxydoréductase ou NADH déshydrogénase I de la chaîne respiratoire aérobie de P.fluorescens est organise en 14 gènes [73]. 

La NADH : ubiquinone oxydoréductase I catalyse l'oxydation du NADH, la réduction de l'ubiquinone, et le transfert de 4H + / NADH à travers la membrane de couplage selon la réaction suivante :

NADH + H+ + Q + 4H+N <==> NAD+ + QH2 + 4H+P



[image: ]

http://www.life.illinois.edu/crofts/bioph354/complex_i.html

[bookmark: _Toc310374922]Figure.1.1. Schéma de réactions intervenants au niveau de la membrane et de la matrice mitochondriale.



La NADH déshydrogénase I appelé NDH-1 est codée par l'opéron nuo alors que une autre NADH déshydrogénase NDH-2 se compose d'une seule sous unité est codée par le gène ndh [74, 75, 76, 77]. Chez le genre Pseudomonas, la plus grande partie du flux d'électrons semble transiter à travers le système NDH-1 qui a l’inverse de son homologue NDH-2 nécessite moins d‘énergie pour fonctionner [78]. Une double mutation dans les deux NADH déshydrogénases I conduit à des temps de génération plus long, alors que des mutations dans un seul des NADH déshydrogénases ne semble pas modifier le taux de croissance du mutant, en comparaison avec la souche sauvage WCS365 [79].

L’étude de l’activité des promoteurs des deux opérons nuo et ndh à différent niveau d’oxygénation montre que les deux promoteurs sont surexprimés lorsqu’ils sont soumis à une baisse de la concentration en oxygène et que leur niveau d’expression varie selon le stade de croissance. Les P. fluorescens possède deux NADH déshydrogénases, qui sont exprimés dans la rhizosphère de la tomate. Durant le processus de colonisation racinaire NDH-1 joue un rôle crucial dans la colonisation concurrentielle de la l'extrémité des racines. Dans la rhizosphère les cellules requièrent le fonctionnement du système NDH-1 qui leurs procure l’énergie nécessaire pour maintenir un état physiologique stable leurs permettant d’être compétitif [80].

[bookmark: _Toc310370358]Il a été démontré que sous conditions de stress semblables à celles rencontrés dans la rhizosphère, liée au manque de nutriments (source de carbone) et d’oxygène, les mutants défectueux NDH-2 n’ont aucune influence sur la compétence des cellules vu que l’énergie fournie par ce système est trop basse pour maintenir un taux de croissance et un niveau de motilité normale des cellules bactériennes. Par conséquent, leur déficience peut être compense par le système (NDH-1) dont la mutation conduit à une perte complète et totale de la compétence rhizosphérique [80].

1.3.2.	Nitrate réductase chez la souche C7R12 

La disponibilité de l’oxygène dans le sol étant variable, certaines souches de Pseudomonas fluorescens sont capables de s'adapter aux limitations d'oxygène en utilisant le protoxyde d'azote comme accepteur alternative d'électrons [81].

La souche sauvage de Pseudomonas fluorescentes C7R12 est capable de réduire les nitrates en di nitrogène par le biais d’une série de quatre réactions catalyses par la métallo enzymes nitrate réductase code par le gène (narG), nitrite réductase codé par le gène (nirS, nirK), nitrique oxyde réductase (norB), et l'oxyde nitreux réductase (nosZ) [82, 83].

L'avantage concurrentiel de la souche sauvage C7R12, confère par la nitrate réductase sur les mutants défectueux est plus fortement accentué sous conditions d’anaérobiose, du fait de l’avantage que procure la capacité d’alterner d'une voie métabolique (chaîne respiratoire) à l'autre (la respiration azotée) et ce non seulement dans la rhizosphère, mais aussi également en dehors de la rhizosphère, indiquant que ce caractère bactérien est impliqué dans la compétence saprophytique des bactéries du sol [84].

[bookmark: _Toc310370359]1.4. Facteurs biochimiques

[bookmark: _Toc310370360]1.4.1.	Rôle des l’antigène-O des LPS dans la colonisation

Les Pseudomonas arborent sur leurs membranes externes des Lipopolysaccharides (LPS) de taille et de structure différentes, qui sont considères comme étant à la fois des motifs antigéniques et/ou des facteurs de virulence chez les organismes pathogènes [85]. Les chaînes O-polysaccharidiques du LPS (O-antigènes) représentent le constituant majeur des motifs antigéniques rencontrés chez les Pseudomonas. L’étude immunospécifique de ces chaînes montre une diversité de structure variant par rapport au nombre et ordre d’agencement des oligosaccharides [85].

Lors du processus de biosynthèse des LPS, les oligosaccharides portés par des lipides sont polymérisés par la voie O-antigène polymérase (Wzy) dépendante qui est initiée au départ par la galactosylphosphate transférase (WbpL) médiateur du transfert du premier monosaccharide vers l’undecaprenyl phosphate (Und-P) suivant cette séquence: UDP-Sug+Und-P=Und-P-P-Sug+UMP. Les différentes chaînes constituées sont en fin transfèrées vers le noyau LPS externe [85].

La connaissance de la structure biologique, du nombre et ordre d’agencements des oligosaccharides permet d’élucider la voie de biosynthèse de ces différents groupes antigéniques et de dégager les différent stéréotypes immunospecifiques différenciables de par le saccharide non réducteur situé à l’extrémité de la chaîne LPS O-polysaccharide [85].

Les mutants de P.fluorescens WCS374 et P. putida WCS358 ayant perdu la capacité de synthétiser l’antigène-O LPS, ont montré une incapacité à coloniser les racines de tomate et de pomme de terre, néanmoins ces souches présentent un même temps de génération, comparés avec leurs souches sauvages respectives, cultivés sur le milieu King B toute seul, elles se sont avérés être défectueuses en compétition sur le même milieu de culture tout comme l’étaient les mutants O-antigène négative de P. fluorescens WCS365 et P. putida WCS358 [86].

Notons enfin que selon les travaux de Dekkers et al [87] des mutants ayant un motif antigénique court de la chaîne latérale ont montré une aussi bonne compétitivité que la souche sauvage en croissance sur milieu King B et que les défections en longueur de la chaîne latérale du LPS était la cause de mutation situés sur un gène homologue au gène htrB qui code une lauroyl transférase qui est nécessaire a la biosynthèse du lipide A en utilisant le lipide (Kdo)2-IVA comme accepteur du lauréate [86]. Tous les mutants O-antigène tout comme les mutants htrB ont montre une grande incapacité à croître au contact d’exsudats, plus spécialement lorsque ces derniers ont été testés en compétition avec leurs souches parentales respectives [87].

[bookmark: _Toc310370361]1.4.2.	Les antibiotiques

La production d’antibiotiques est reconnue comme un mécanisme important par le quel les PGPR, peuvent empêcher la prolifération et développement de certains agents phytopathogènes [88, 89]. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des producteurs potentiels d'une gamme variée d'antibiotiques avec un large spectre d'action, leur permettant de contribuer à la compétence écologique des souches productrices [90].

La biosynthèse des antibiotiques ou autres composés antifongiques est régulée par une cascade de signaux endogènes qui mettent en jeu des récepteurs kinase, qui réagissent aux stimuli de l’environnement et répondent aux régulateurs codés par les gènes lemA et gacA de la cellule bactérienne productrice [91, 92, 90], facteurs sigma codé par rpoD [91] et rpoS [92] et le quorum sensing auto induit par l’N-acyle-homéomérie lactone [93].

Les phénazines à structure simple comme l'acide phénazine-1-carboxylique (PCA) et ses dérivés hydroxy et carboxamide, le 
2.4-diacetylphloroglucinol (DAPG) appartenant a la famille des Phloroglucinoles phénoliques sont les déterminants majeurs impliqués dans le bio contrôle de plusieurs agents phytopathogènes tel que Gaeumannomyces graminis var. tritici, responsable du piétine échaudage dans des agro écosystèmes naturels ou se pratique la monoculture du blé [94, 95, 96 ,97].

Il a été montré que la production de molécules antibiotiques aidait à l’établissement des populations bactériennes introduites sur boutures ou semences durant les premières phases de la colonisation de la rhizosphère. 

Cependant, plusieurs études ont montré que l’introduction de souches déficientes en synthèse d'antibiotiques n’avait pas plus d’avantage de colonisation ou d’effet de bio contrôle et/ou de stimulation par rapport aux souches sauvages respectives. Ce constat pourrait être expliqué par le fait qu’au delà d’un certain seuil d’accumulation des antibiotiques dans la rhizosphère aucun effet bénéfique n’est apporté [98, 99, 100]. 

Une expérimentation de bactérisation de semences de blé menée avec la souche recombinante Q8r1-96 de Pseudomonas fluorescens capable de produire la phenazines (PCA) et le polyketide 2,4-DAPG n’a pas donné plus d’effet de biocontrôle que sa souche sauvage malgré que il y’a eu une forte induction du promoteur Tac responsable de la régulation de l’opéron Phz qui s’est traduite par une forte accumulation de PCA et une surproduction de la 2,4-DAPG du fait du déroulement de la voie de biosynthèse de la synthèse du PCA [101]. 

[bookmark: _Toc310370362]1.4.2.1. Biosynthèse de l’acide phenazine-1-carboxylique (PCA) 

La souche Pseudomonas fluorescens 2-79 ainsi que d’autres Pseudomonas spp fluorescentes produisant PCA qui est codée par un opéron composé de sept gènes hautement conservé qui sont les gènes phzABCDEFG [102, 103]. PhzC, PhzD, et PhzE sont des enzymes similaires aux enzymes rencontrés dans la voie de biosynthèse de l'acide shikimique qui avec PhzF, sont absolument nécessaires à la synthèse de phénazines.

McDonald et al. [104], ont démontré que l'acide 2-amino-2-deoxyisochorismique (ADIC), synthétisée par PhzE à partir de l’acide chorismique, est converti par PhzD (isochorismatase), en acide trans-2,3-di hydro-3-hydroxyanthranilique (DHHA) (Figure.1.2) [102].

[bookmark: _Toc310374923][image: ]

Figure 1.2. : Schémas de la biosynthèse de la PCA à partir de l’acide chorismique DHHA, ainsi que le mécanisme d’action de la PhzF.



[bookmark: _Toc310370363]1.4.2.2.  Biosynthèse du 2.4-diacetylphloroglucinol (DAPG)

2,4-DAPG est dérivé du monoacetylphloroglucinol (MAPG) qui est transformé en 2,4-DAPG via une enzyme à activité acétyltransférase chez la souche Pseudomonas sp. F113 [103]. Pas de précurseurs du MAPG n'ont encore été identifiés, cependant les groupes hydroxyles en position alternée sur le noyau phloroglucinole indiquent un schéma de biosynthèse similaire à celui des polykétides. Les Polykétides naturels sont produits par la condensation successive de petits fragments d’acides carboxyliques par la polykétide synthéases (PKS) qui montre des similitudes avec d’autres PKS ainsi que les gènes responsables de la synthèse des acides gras vu que les processus d’assemblage des unités constitutives sont plus ou moins similaire [104, 105].

Trois types de PKS sont connus. Chez les Pseudomonas spp deux types de polykétide synthases sont fonctionnelles, le type I PKS qui a été identifié comme étant nécessire a la production de la pyoluteorine qui est un métabolite antifongique par Pseudomonas fluorescens Pf-5 [105], et la PKS de type II qui est impliqué dans la synthèse de l’acide coronafacique (CFA), qui est le polyketide qui compose la phytotoxine coronatine produite par Pseudomonas syringae [106, 107].



Les gènes responsables de la synthèse du 2,4-DAPG et son précurseur, MAPG sont organisés en opéron de six gènes organisés en trois unités de transcription. Quatre gènes forment l’opéron phlACBD dont les produits sont nécessaires à la synthèse des deux molécules MAPG et 2,4-DAPG (Figure 1.3).
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[bookmark: _Toc310374924]Figure 1.3. Gènes identifiés dans la biosynthèse de la 2-4 DAPG.

Les produits des gènes phlACBD ne ressemblent aucunement aux deux enzymes PKS de types I et II. Cependant, PhlD présente une grande homologie avec la chalcon synthase végétale, l'ensemble de l’opéron de biosynthèse est flanqué de part et d’autre par des gènes séparément transcrit qui sont phlE et phlF, qui codent respectivement pour des protéines de régulation (répresseur ou promoteur) non nécessaires à la production du phloroglucinol [108] (Figure. 1.4).
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Figure.1.4. Rôle des produits des gènes PhlA, PhlB, PhlC, et la PhlD dans la biosynthèse de la MAPG et de la 2,4-DAPG. [Enz= enzyme]



[bookmark: _Toc310370364]1.4.3. Synthèse et rôle des acides amines

La capacité de synthétiser les acides aminés et organiques qui sont des sources importantes d'énergie pour les bactéries du sol, s'est révélé être essentielle pour la colonisation des racines. Les mutants de P.fluorescens WCS365 n’ayant pas la capacité de croître avec certains sucres constitutifs des exsudats racinaires, ont montré les mêmes aptitudes de colonisation que leurs souches sauvages respectives. En revanche, les mutants ne métabolisant pas les acides organiques qui représentent le principal groupe de composés exsudés, ont montre une réduction de leurs taux de colonisation et concurrence dans la rhizosphère de la tomate, indiquant que l'utilisation des acides organiques est la base nutritionnelle majeure pour la colonisation des racines par la souche WCS365 [109].

Les mutants auxotrophes pour la leucine, arginine, histidine, valine/ isoleucine, ou même du tryptophane sont incapables de coloniser efficacement les racines de tomate même si l'acide aminé en question est ajouté de manière exogène [110]. 

chez P. putida, l’ajout de la proline qui est l’un des composants majeur des exsudats racinaires, utilisés comme source de carbone et d’azote par les micro-organismes du sol durant les premières étapes de la colonisation des racines, semble agir comme inducteur et amplificateur d’activité d'environ 4 à 20 fois de deux gènes PutA et PutP [111].

Le gène PutA code un polyprotéine unique qui a un rôle de régulateur d’un gène qui lui est adjacent PutP, qui code une protéine intégrale de la membrane interne appartenant à la famille des symporteurs de substrat NA+ ( Na+/ proline ; Na+/ glucose, bicarbonate, etc.), qui a en charge d’absorber la proline qui sera par la suite converti en acide glutamique via un processus de transformation de deux étapes pris en charge par la proline déshydrogénase (PDH) (EC 1.5.99.8), et la déshydrogénase pyrroline-5-carboxylate (P5CDH) (EC 1.5.1.12) [112, 113, 114, 115, 116] (Figure. 1.5).
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Figure 1.5. Localisation des gènes Put chez Pseudomonas putida KT2442 sur vecteurs pLCR4, 12 et pSLH4.

[bookmark: _Toc310370365]1.4.4. Système de sécrétion de type 3 chez les Pseudomonas ssp fluorescents (SST3S)

Les T3SSs sont connues comme médiateurs des interactions de nature pathogène entre les cellules bactériennes et eucaryotes. Cependant, la présence de souches saprotrophes de Pseudomonas spp. fluorescents ayant un pouvoir de biocontrol contre les pathogènes telluriques dans la rhizosphère [117], indique l’implication de ces systèmes dans des processus autre que pathogène, telles que les associations symbiotiques menant à l’augmentation du taux d’échange des nutriments au niveau des arbuscules mycorhiziens (AM) se développant sur les cellules corticales des racines [118].

Des études de colonisation conduites avec des souches de Pseudomonas fluorescens C7R12 déficiente ayant subi une altération du gène hrcC- du SST3 par mutagenèse dirigée ont montré que la présence du SST3 n’avait aucun effet sur la survie de la bactérie dans la rhizosphère et que contrairement à la souche SST3 + qui avait montré un effet de bio stimulation de la croissance des racines lie a l’association avec les MA. Les mutants hrcC - ont été neutres voir délétères pour le processus de mycorhization [119,120].

 	La relation entre MA et l’augmentation de la croissance médiée par la souche C7R12 est supposé être le fait de la croissance végétale liée à la promotion de la croissance du système racinaire, tributaire de l’effet bénéfique qu’apporte les MA et non pas à la fixation d’azote atmosphérique [121].

 	L’abondance des Pseudomonas spp. fluorescents possédant un SST3 dans la rhizosphère indique que ces derniers sont préférentiellement associés aux racines mycorhizes plutôt qu’aux racines nues ou non mycorhizes, et que ces bactéries sont actives au contact de mycorhizes fonctionnelles, plutôt qu’avec des champignons mycorhizogènes pré symbiotique. [120].

Sur le plan génétique, les souches de P. fluorescents saprotrophes ou bénéfiques pour la croissance et la santé des plantes, montent différentes séquences qui concernent un nombre réduit des gènes codant les SST3, ne permettant pas de comparer leur organisation les uns par rapport aux autres. Il est intéressant de noter que la succession des gènes hrcRST, caractéristique des clusters hrp de la famille Hrp-I décrits pour les Pseudomonas pathogènes a été retrouvée chez un grand nombre de Pseudomonas spp. fluorescents non pathogènes (P. fluorescens et P. putida) [122].

Preston et al. [123], ont comparé l’organisation du cluster hrp d’une souche de Pseudomonas pathogène, P. syringae pv. syringae 61, avec celle de SBW25, pour montrer que le cluster hrp de P. syringae présentait de fortes homologies et un fort degré de similarité avec les clusters de SBW25 qui ont été nommés rsp (Rhizosphère-expressed sécrétion) (Figure. 1.6). 
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Figure 1.6. Schémas de succession des gènes hrcR, S et T chez P.fluorescens C7R12

Toutefois, comme énoncé dans la première partie (Paragraphe 1-p12), des différences principales ont été observées. Ainsi, une partie importante de l’opéron hrcV ainsi que l’intégralité de hrpZ du cluster hrp de P. syringae ne possèdent pas d’équivalent au sein du cluster rsp de P. fluorescens SBW25. De même, SBW25 ne possède qu’un seul homologue de régulateurs de réponse (rspR), au lieu de hrpR et hrpS chez P. syringae. 




Enfin, sur le cluster rsp, ropE se trouve à une localisation totalement opposée de son homologue avrE chez P. syringae [124] (Figure. 1.7).
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Figure. 1.7. Schémas comparant l’organisation des clusters hrp de P.fluorescens KD et SBW25, avec les clusters de P.syringuae pv.tomato DC3000.

[bookmark: _Toc310370366]1.4.5.  Le quorum sensing 

Le quorum sensing désigne le phénomène par lequel des molécules de signalisation spécifiques sont synthétisés par des bactéries en nombre suffisant (densité cellulaire suffisante) pour s'accumuler dans l’environnement pour coordonner leur comportement les unes par rapport aux autres afin de répondre efficacement à un stimulus environnemental à travers l’induction ou la répression de l'expression des gènes spécifiques réglés par des protéines régulatrices du signal [125].

Pour qu’une molécule soit classée comme molécule signal induisant une réponse de type quorum sensing plusieurs critères importants doivent être réunies [125]:

(i), la production du signal quorum sensing doit prendre place durant des stages spécifiques de la croissance ou en réponse a un changement particulier de l’environnement, (ii) le signal doit s'accumuler dans l'environnement extracellulaire et être reconnu par un récepteur membranaire spécifique, (iii) l'accumulation de la molécule doit atteindre une concentration nécessaire et suffisante supérieur ou égale a un seuil critique capable de stimuler une réponse coordonnée, (vi) la réponse cellulaire doit dépasser le stade des changements physiologiques nécessaires au métabolisme ou a la détoxification. 

Les HSL diffusibles représentent un groupe de molécules signal reconnues et utilisés pour maintenir une balance écologique équilibrée pas les différentes communautés poly-microbiennes qui les métabolisent, mais également par d’autres organismes cœxistants dans la rhizosphère et la phyllosphére des plantes [126, 127, 128, 129, 130]. Selon Venturi, [131], le genre Pseudomonas a la capacité de produire une multitude de molécules signal N- acyl homosérine lactone (HSL) qui se présentent comme suit (Tableau. 1.2) (Figure 1.8).

[bookmark: _Toc310376537]Tableau 1.2. : Molécules signal produite par chaque genre bactérien.

		SOUCHE BACTERIENNE

		MOLECULE SIGNAL



		P. aeruginosa  

		C4HSL / 3 - oxo-C12-HSL



		P. syringae

		3-oxo-C6HSL



		P. chlororaphis 

		C6HSL



		P.chlororaphis subsp. aureofaciens

		C6HSL*



		P. putida

		3-oxo-C12HSL / 3-OH-C14 :1-HSL  
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Figure 1.8. Structure chimique de quelques molécules signal ayant une action quorum sensing.




La synthèse des AHL est assurée par un gène de type « I », lorsque la concentration cellulaire de ces derniers atteint un seuil critique, ils forment un complexe actif avec un activateur transcriptionel intracellulaire de type « R », qui va engendrer l’expression de l’opéron spécifique au quorum sensing [132, 133].

Chez les la plupart des Pseudomonas fluorescents plusieurs traits bénéfiques (production d’antibiotiques de type phénazine, production de métabolites secondaires antifongiques AFM, production de toxines et d’exo polysaccharides, formation de bio film, mobilité, etc.) sont régulés par le quorum sensing médié par l’émission de molécules auto inductrices de N- acylhomosérine lactone (HSL) [131] (Figure. 1.9).
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Figure 1.9.  Traits régulés par le quorum sensing chez les bactéries Gram + et Gram - .






Il est à noter que les bactéries pathogènes et non pathogènes productrices d’AHL interagissent autour des plantes les unes avec les autres via le même système de signalisation. Ainsi, il a été rapporté que certains micro-organismes avait le potentiel de dégrader ces mêmes molécules signal HSL via un système inverse dit (Quorum quenshing) [134, 135].

 Les Pseudomonas ssp fluorescents peuvent contrôler les agents phytopathogènes et interagir avec d’autres colonisateurs bénéfiques, à cet effet de nombreux chercheurs ont tenté d'utiliser les molécules signal HSL pour induire la résistance et/ou promouvoir la croissance des cultures en contrôlant les populations phytopathogénes présentes dans la rhizosphère. Cependant, beaucoup de ces tentatives ont échoué à cause des difficultés liées à la consommation des HSL et à la complexité des phénomènes de régulation des fonctions microbiennes in vivo conduites à grande échelle agricole [136].

1.4.6. [bookmark: _Toc310370367]Les sidérophores

Les sidérophores sont des chélateurs qui sont sécrétées par de nombreux microorganismes pour séquestrer le fer dans l'environnement afin de le délivrer à la cellule. Il existe dans la nature plusieurs groupes de sidérophores dont les catécholate et les l'hydroxamate (parfois b-hydroxy-acide) qui fournissent des sites de haute affinité de liaison pour le Fe3+ [137].

La pyoverdine (PVD) qui représente le système primaire d’absorption du fer chez les Pseudomonas fluorescents, désigne également un autre groupe de sidérophores qui est un composé diffusible vert fluorescent historiquement reconnu comme trait phénotypique distinctif du groupe 1 d'homologie ARNr.

Une grande diversité de structures des PVD a mené à l’élaboration d’un système de typage spécifique aux Pseudomonas spp, dit sidèrotyping [138]. À ce jour, la structure de plus de 50 PVDs appartenant a différentes souches et espèces de Pseudomonas, ont été déterminées [139]. Ces PVDs sont tous composés de trois parties (Figure. 1.10) : (i) un chromophore conservé dihydroxyquinoline fluorescentes ; (ii) une chaîne latérale acyle (soit de l'acide dicarboxylique ou un amide) lié au groupe amine du chromophore, et (iii) une chaîne peptidique variable liée par un groupe amide au C1 (rarement C3) groupe carboxyle du chromophore responsable de la reconnaissance et liaison avec les récepteurs membranaires apparentes. 
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Figure 1.10. Schémas des 3 groupes de PVD de Pseudomonas aeroginosa avec leurs différents radicaux.

a Thr, allo-threonine ; cDab, tetrahydropyrimidine ; Chr, chromophore cOHOrn, N5-hydroxyornithine cyclique ; Dab, 2,4-diaminobutyrate ; fOHOrn, N5-formyl-hydroxyornithine. 

[bookmark: _Toc310369140][bookmark: _Toc310370368]Les PVD jouent un rôle crucial dans le contrôle biologique des micro-organismes phytopathogènes de la rhizosphère [140 ; 141]. À pH neutre ou légèrement alcalin, les souches capables d’émettre les PVD sont capables de jouer un rôle d’antagoniste bactérien en ayant la capacité d’utilise un large panel sources de fer en séquestrant le pool limité de fer présent dans la rhizosphère, par le biais de la formation d’un complexe stable avec le Fe3+, d’ont l’assimilation aide respectivement d’une manière directe et indirecte a la croissance de organisme producteur et des végétaux.

[bookmark: _Toc310370369]1.4.7.	Médiation du transport du fer par les sidérophores et signalisation bactérienne

Dans la rhizosphère, les Fe3 + chargés (Ferri-) sidérophores sont sélectivement reconnus et liés a des récepteurs de haute affinité se trouvant sur la surface cellulaire [la membrane externe (OM) des bactéries Gram-négatif], puis transportés dans la cellule [142]. 	Certains de ces récepteurs se lient à l'apo-sidérophores apparenté en l’absence de ferri-sidérophores (Figure. 2.11a) ; le déplacement de l’apo-sidérophores à partir du récepteur du ferri-sidérophores apparenté initie un transport actif à travers l'MO (Figure. 2.11b). 

Le transport des sidérophores par les récepteurs de la MO est couplé à la perte du gradient de protons sur la membrane cytoplasmique (CM). La transduction de l'énergie est médié par la protéine TonB dans le périplasme (PP), qui répond à la force proton-motrice de la CM [109].

 	Selon le modèle actuel, le passage de TonB de la CM à l'OM, ​​où ce dernier achemine l'énergie au récepteurs lié au ligand-chargées (Figure 1.11b), puis se réassocie avec ses partenaires ExbB, ExbD de la CM, qui sont nécessaires pour l’excitation et l'association de TonB avec la CM (Figure 1.11a)

La fixation du ferri-sidérophores induit un changement dans la conformation du domaine plug qui permet le transport du ferri-sidérophores vers PP (Figure. 2.11b). Fe3+ ou Fe3 +- sidérophores chargés sont ensuite transférés dans le cytoplasme par une protéine periplasmique d’attachement (PBP), qui les livre à un transporteur ABC apparentés situe sur la CM [143]. En suite le transporteur ABC transloque le ligand a travers la CM utilisant l'énergie provenant de l’hydrolyse de l’ATP dans le cytoplasme. L’expression de la synthèse des sidérophores et des gènes d’absorption est réprimée dans des conditions ou le milieu est riche en fer par une protéine répresseur, qui s’assemble en complexe avec le Fe 2 + sur le promoteur des gènes en charge du transport du fer. Certains sidérophores ont également des propriétés autorégulatrices qui permettent une expression maximale des gènes apparentés à la synthèse et absorption et ce dans le cas ou les sidérophores est efficace dans sa capacité de livraison du Fe3 + à la cellule. Un mécanisme comme cela implique une voie de signalisation qui est déclenchée lorsque le récepteur se lie au ligand approprié [144] (Figure. 1.11b). 

Chez P. aeruginosa PAO1, la signalisation PVD implique quatre partenaires protéiques : le récepteur PVD de la MO FpvA, le CM- couvrant le facteur antisigma FpvR et deux facteurs sigma extra cytoplasmique (ECF-s), PVD et FpvI [145, 146]. Après fixation du ligand par le récepteur FpvA, un signal est transmis au facteur antisigma FpvR, résultant sur l’activation des facteurs sigma FpvI et PvdS. PvdS dirige la transcription de gènes de synthèse PVD, en plus de ceux codant des enzymes sécrétées, FpvI reconnaît le promoteur du gène codant pour FpvA. Par ce mécanisme, la molécule PVD déclenche non seulement sa propre synthèse et absorption, mais également l'expression coordonnée de plusieurs gènes de virulence PvdS-dépendant, qui contribuent en fin à la pathogénicité de P. aeruginosa. A ce jour on ne sait pas encore si la molécule de signalisation est Fe-PVD ou apo-PVD [147].
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Figure 1.11. : Schémas de signalisation et de transport du fer médié par les sidérophores.

[bookmark: _Toc310370370]1.4.8	Acquisition du fer et du phosphore

[bookmark: _Toc310370371]1.4.8.1. Acquisition par les racines des plantes

Les plantes et les microbes ont développé des mécanismes similaires pour la mobilisation et l'absorption du Fer et du Phosphore. Dans la rhizosphère, le Fer et le Phosphore sont mobilisés par la plante ou les métabolites secondaires dérives des micro-organismes, l’acquisition de ces macroéléments est sujette à une concurrence intense [152].

De manière générale, il semble que les microorganismes soient plus compétitifs que les plantes, car ils ne sont pas seulement en mesure d’absorber les éléments nutritifs liés à des composés d'origine végétale, mais aussi capable de décomposer les matériaux dérivés de plantes et immobiliser les éléments nutritifs dans la biomasse avant qu'ils n'atteignent la surface de la racine [152]. (Figure. 1.12)
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Figure 1.12. : Mécanismes par les quelles les microorganismes augmentent ou diminuent la biodisponibilité des nutriments pour les plantes. Ainsi que quelques mécanismes influençant l’intensité des réactions chimiques survenant dans le sol.

La teneur totale en Fer dans le sol varie généralement de 2 à 4% (w / w), mais dans les sols aérés leurs disponibilité pour les organismes est limitée par la faible solubilité du Fe (III) et de la lente décomposition des minéraux ferreux. Ainsi, les plantes et les micro-organismes ont mis au point pour augmenter la biodisponibilité du Fe des stratégies différentes [115, 114].

 	D'une manière générale, les plantes peuvent induire des changements dans la morphologie et l'histologie des racines (gonflement des extrémités de la racine, augmentation de la ramification des racines, augmentation du nombre de poils absorbants, formation de cellules de transfert rhizodermale, etc.) [114].

Deux stratégies majeur sont à prendre en considération dont la première qu’on rencontre chez les plantes (dicotylédones et les monocotylédones n’appartenant pas aux graminées) consiste a accroître la disponibilité du fer en libérant des protons qui abaissent le pH du sol et le taux d’anions d'acides organiques qui peuvent complexer le Fe3+ et le maintenir sous une forme soluble et diffusible pour les racines ainsi que l’utilisation de la réductase présente sur la membrane plasmique des cellules qui réduit les formes peu solubles de Fe3+ en  Fe2+ plus soluble à l'extérieur ou a l’intérieur de l'enveloppe cellulaire de la racine [115].

	Contrairement au dicotylédones, la deuxième stratégie adoptée par les plantes notamment celles appartenant aux (Poaceae) est la libération de phytosidérophores non-protéinogéniques ayant pour origine les différent acides aminés présent dans le cytosol et dont le principal constituant est l'acide mugineic [116, 117].

	En cas de déficience sévère en Fer, les phytosidérophores peuvent représenter 50 à 90% des exsudats libérés à la pointe des racines [117]. Leurs libération est très localisée dans l'espace et montre un rythme diurne distinct, avec un taux de libération maximale survenant dans les zones d'allongement apparaissant durant quelques heures après l'apparition de la lumière [119]. 

Ces chélateurs se fixent préférentiellement au Fe et accessoirement au Zn et au Cu, ils ont pour rôle principale de former un complexe chélateur (phytosidèrophore- Fe) qui a pour but de séquestrer le fer et de le délivrer à la racine [119, 118].

[bookmark: _Toc310370372]1.4.8. 2.  Acquisition du fer par les microorganismes du sol

Les micro-organismes produisent de nombreux sidérophores différents, comme le ferrichromes synthétise par les champignons, ou l’enterobactine, pyoverdine et ferrioxamines qui sont libérés par les bactéries [119]. Une espèce microbienne donnée peut produire un ou plusieurs sidérophores et acquérir le fer lié à une diversité de chélateurs exogènes, y compris ceux des sidérophores hétérologue [120, 121]. Ce trait peut conduire à une forme de tricherie, qui fait que certaines espèces microbiennes bénéficient de l'activité des autres microorganismes sans toutefois fournir aucun effort de synthèse de molécules hydrocarbonée ou d'énergie [148].

L'utilisation de différents sidérophores semble être importante pour la capacité concurrentielle des espèces bactériennes [148]. Il existe différents mécanismes par lesquels les microorganismes de la rhizosphère peuvent augmenter ou diminuer l'absorption en Fe des plantes. Les sidérophores d’origine bactérienne sont généralement considérées comme des sources pauvres en Fe pour les plantes monocotylédones et dicotylédones. Typiquement, la concentration des sidérophores qui est nécessaire pour fournir des quantités suffisantes de Fe pour les plantes varie entre de 5 à 50 mM dans les solutions hydroponiques contenant les chélats de Fe [149]. Dans la rhizosphère, la production localisée de sidérophores dans des microsites à activité microbienne intense donne des concentrations élevées de sidérophores, mais leur contribution à la nutrition des plantes n'est pas claire. 

Les interactions entre les différents chélateurs de Fe, et la concurrence entre les organismes pour cet élément minéral, dépend de l'affinité des chélateurs envers le Fe et de leurs concentrations relatives [150]. Comparé aux phytosidérophores, les sidérophores bactériens tels que la pyoverdine ont une affinité beaucoup plus élevée envers le Fe. Ainsi, si les sidérophores et les phytosidérophores sont présents à des concentrations similaires dans un système quelconque, le Fe est retiré du complexe Fe-phytosiderophore ou Fe -citrate et se lie préférentiellement aux sidérophores microbiens. 

En définitive, les micro-organismes décomposent plus rapidement les anions d'acides organiques et phytosidérophores, en les utilisant comme source d’énergie et d'éléments nutritifs [151, 152]. Ainsi, les micro-organismes semblent être très compétitif pour le Fe par rapport aux racines des plantes, car les micro-organismes peuvent utiliser le Fe lié à des chélateurs originaires des plantes, (ii) décomposer les chélateurs dérivés de ces plants, et (iii) produire des chélateurs qui ont une plus grande affinité pour le fer compares a ceux des végétaux.

[bookmark: _Toc310370373]1.5. Facteurs génétiques

[bookmark: _Toc310370374]1.5.1.	La Recombinase Site-Spécifique 

Dybvig, [153], a postulé que les bactéries sont capables de générer des sous-populations de phénotypes différent dans certains milieux astringents, au moyen de réarrangements de l'ADN, qui se traduisent par l’apparition de nouvelles aptitudes qui permettent de s'adapter à de brusques changements de l'environnement et ce quelque soit le nombre de cellules viable et ou cultivables.

Ces réarrangements génétiques ont pour rôle de promouvoir la recombinaison conservatrice réciproque (qui ne nécessite pas la synthèse d'ADN) qui survient sous l‘action de la recombinaison site spécifique ou recombinaison site spécifique conservatrice, qui est un type de recombinaison génétique dans lequel s’effectue des réarrangements de segments d'ADN par reconnaissance et liaison a des séquences d'ADN courtes (sites d’environ 15 pb) sur lesquelles des hélices d'ADN sont coupés, échangés et ligaturés. Ces recombinaisons sont très spécifiques, rapide et efficace, même face à des génomes eucaryotes complexes [154, 155, 156, 117, 157]. Ils sont employés dans une variété de processus cellulaires, dont la réplication des génomes bactériens, la différenciation et la pathogenèse, le mouvement d’éléments génétiques (îlots de pathogénicite). La régulation de l'expression des différents motifs antigéniques de la surface cellulaire à savoir les fimbriae, flagelles, LPS, et lipoprotéines [153, 158].

Des mutants défectives de Pseudomonas fluorescens WCS365 ayant perdu leurs pouvoir de compétition sur racines de pomme de terre, radis, blé et tomate en conditions naturelles ou  sur microcosme, ont montre une mutation survenant au niveau de l’opéron Sss/XerC qui code une protéine de la famille λ intégrase des recombinases site-spécifiques responsable de la variation de phase générant la variabilité phénotypique [159].

Sss/XerC est constitue de six ORF ayant une moyenne G/C d’environ 63,7% [138]. Chaque ORF est précèdes par une séquence codant un motif de Shine-Dalgarno correctement espacé des différents codons de départ, exception faite pour l’ORF5, qui est transcrit avec l’ORF4 [159].

Aucune séquence promotrice n’a été rapporte a l’intérieur de l’opéron Sss/XerC. Cependant, une région promotrice très hautement conservée se situant en amont des deux gènes LppL/lysA a été rapporte chez les espèces de Pseudomonas, suggérant un rôle de liaison avec des facteurs de transcription ainsi qu’une régulation génique de lysA médiée par un système de type atténuation [160] (Figure 1.13).
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Figure. 1.13. : Carte de restriction d’un fragment d’DNA de P. fluorescens WCS365, incluant un fragment de 5-kb HindIII complémentant le déficient de colonisation.

[bookmark: _Toc310370375](A) les flèche situes sur le fragment HindIII de 5-kb indiquent la direction et taille des six ORFs. (B) les fragments utilises pour la complémentation de séquençage du fragment simple brin ADN.B, BamHI; C, ClaI; E, EcoRI; Ev, EcoRV; H3 HindIII; K, KpnI; S, SmaI; Sa, SalI

1.6. Modélisation des populations microbiennes

Comprendre les mécanismes de succession et décrire la dynamique des communautés microbiennes telluriques dans un environnement en perpétuel changement a été traditionnellement l'un des problèmes les plus importants et les plus difficiles en écologie du sol. Peu de travaux ont été spécialement consacrés aux microorganismes et à la microfaune du sol. Ce domaine est critique en raison de l'importance des actions écologiques que peuvent avoir les communautés microbiennes sur l’ensemble de l'écosystème (décomposition de la litière végétale, de l'azote fixation, dénitrification fixation et dénitrification, formation et consommation des molécules à l'état gazeux, la transformation de métaux, la réduction du sulfate, la production de phytohormones, etc.).

La modélisation mathématique joue un rôle très important dans la mesure où elle permet de vérifier différentes hypothèses en écartent celles qui sont manifestement fausses qui ne s’accorde pas avec les données expérimentales. Ces procédures permettent de gagner du temps et du matériel en permettant de simuler différents scenarios pouvant survenir dans l'écosystème, en modifiant les paramètres constitutifs des équations utilisés.

[bookmark: _Toc310370376]1.6.1.	Évaluation générale des modèles mathématiques disponibles 

Les modèles mathématiques décrivant la croissance et l'activité microbienne peuvent être déterministes et stochastiques, empirique et mécaniste, numériques et analytiques ou dynamique et statique.

 	Les modèles mécanistes (explicatives), sont préférées aux modèles empiriques (descriptives) parce qu'ils sont construits pour rendre compte des processus biochimiques contrôlant la croissance microbienne [161, 162]. Cependant, si le mécanisme régissant le processus étudié est inconnu, les fonctions mathématiques doivent être utilisées de manière empirique, et la pertinence du modèle est statistiquement évaluée à partir du niveau d’ajustement aux données expérimentales. De ce fait, les modèles empiriques peuvent être développés en modèles mécanistes au fur et à mesure que les données constituant le système deviennent disponibles [163].	

Les modèles empiriques axés sur les processus orientés, rendent compte des mouvements de transformation de la matière ou de l'énergie, et ne tiennent aucunement compte des organismes vivants (micro-organismes, animaux, plantes) comme variables d'état explicite. [164]

La biomasse microbienne est parfois traitée dans certains modèles comme une partie active de la matière organique du sol [165, 166], mais les mécanismes réels de l'activité microbienne, qui sont, la multiplication cellulaire et la croissance, l'induction de la répression des enzymes de dégradation et de synthèse, le Co-métabolisme de la lignine et de l'humus ne sont pas exprimés.

Les modèles à procédé dirigé “process-oriented models“ ou modèles empiriques ont l’avantage d’être relativement simples permettant une simulation à grande échelle spatiotemporelle. Comme ces modèles n'expriment pas explicitement les mécanismes biologiques, ils n'ont pas la généralisation nécessaire et peuvent faillir à simuler la biodynamique observé sans qu’elle nécessite plusieurs interventions à différents stades spécifiques de la modélisation. De ce fait leur utilisation reste compliquée à mettre en œuvre.




L’approche mécaniste a été largement utilisée pour rendre compte de la croissance somatique et de la dynamique des populations, ainsi un grand nombre fonctions sigmoïdes ont été utilisés pour la modélisation de la croissance somatiques et la dynamique des populations [161], pouvant être appliquées à la croissance microbienne « mono moléculaires, logistiques et de Gompertz » [167, 168, 161] (Tableau. 1.3). 

Ce type de modèles explicatifs des mécanismes biologiques reposent sur une approche de type “organism-oriented models“ qui simulent le flux de matière ou d'énergie, en se basant sur le comportement de différents groupes fonctionnels ou taxinomique d’organismes du sol [164]. Ces groupes peuvent être d'ordre communautaire général (bactéries, champignons) ou représentent plus spécifiquement des membres appartenant à des chaines trophiques développés [169]. En conséquence, ces modèles fournissent un outil efficace de recherche pour l'examen des comportements complexes des dynamique des micro-organismes : la croissance et la survie, la différenciation et l'extinction, l'état d'équilibre et de dynamique transitoire, les variations dans la composition de la cellule, la synthèse des sous-produits, etc.

Tableau. 1.3. Equations utilisés dans la modélisation de la dynamique des populations microbiennes.
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τ (h) temps discret de la phase exponentielle, K (h) temps pour le quelle la moitié de la croissance est achevé, t (pas d’unité) tendance de la courbure, Ll  log du maximum de la taille de la population microbienne.

Ainsi et malgré l’existence d’un nombre élevé d’équations non linéaires utilisées pour la modélisation de la croissance microbienne, il n'existe pas de fonctions qui soient significativement supérieur aux autres. [170, 171]

Lopez et al [172], ont effectué une évaluation statistique détaillée sur les résultats prédits par les équations figurant dans le tableau (1.3). Cette étude a révélé des différences significatives entre les modèles dans leurs performances et leur précision. 

Les Modèles BAR, LIN, RCH et WBL ont montré des performances constantes pour les deux types de courbes de la croissance microbienne. Bien qu'il ait été noté que les modèles BAR et LIN avaient de meilleur ajustement pour les données obtenus par comptage sur boite Pétri ainsi que le modèle
 




RCH qui semble être plus adéquat pour modéliser les données obtenues par la mesure des densités optiques. 

Néanmoins, en se basant que sur des critères statistiques, il serait approprié de choisir des modèles tels que BAR, LIN, RCH et WBL pour une utilisation générale décrivant les courbes de croissance microbienne [172].

[bookmark: _Toc310370377]1.6.2.	Diversité des facteurs environnementaux

Les modèles théoriques simulant la croissance et la vie rhizosphérique des bactéries telluriques, sont basés sur les différents profils d’exsudation, ainsi que sur la dispersion des nutriments dans la solution du sol [173, 174, 175]. Certains de ces modèles ont été développés pour rendre compte de la dynamique des populations bactériennes évoluant dans des conditions d’environnement rhizosphériques supposées parfaites, n’intégrant pas le fait que la rhizosphère soit en réalité un environnement complexe où plusieurs facteurs interagissent entre eux pour avoir des actions, qui soient directe sur l’activité microbienne, (ex : effet de  l'humidité, de l'aération et de la texture du sol sur la croissance bactérienne) ; ou indirecte dite de rétroaction capable d’agir sur ces mêmes facteurs environnementaux (Ex : effet de l'acidité moyenne et le pH du sol généré par l'absorption et l'excrétion d’anions et de cations sur l’activité microbienne).[166]

Cette complexité caractéristique de tout sol naturel (Figure. 1.14), représenté par une grande diversité de composantes biotiques et environnementales, présente en comparaison avec les systèmes artificiels le principal obstacle à la construction de simulations mathématiques réaliste. Cependant, il n’est pas possible de simuler tous ces facteurs, car un tel modèle mathématique serait trop compliqué à résoudre et à utiliser pour des analyses routinières, 

Les modèles dit compliqués ayant un nombre important de variables posent un autre problème qui est l’impossibilité de leur appliquer les analyses statistiques usuelles telles que les régressions non linéaires, qui sont sensible au nombre de valeurs et a leur distribution [166]. Par conséquent, le reparamétrage de ces modèles est souhaitable, et une procédure dans laquelle certaines hypothèses simplificatrices sont émises afin de simplifier les équations originales [163].

Nous pouvons en fin, considérablement réduire le nombre de facteurs rentrant dans la constitution des équations d’estimation, en tenant compte de quelques considérations qui sont principalement :

· La limitation du nombre de facteurs qui constituent les variables indépendantes primaires, qui doivent être considérées comme des paramètres d'entrée du modèle de simulation. 

· Sélectionner d'autres variables qui sont des variables dépendantes secondaires pouvant être “automatiquement" générées par les différents équations mathématiques construites sur la base de relations mécanistes bien déterminés.
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Figure. 1.14. Les facteurs environnementaux qui affectent les communautés de microorganismes du sol compensant les variables primaires indépendants (en gras) et les variables dépendantes (normale).



[bookmark: _Toc310370378]1.6.3.	La modélisation de la biodiversité microbienne du sol

La plupart des simulations mathématiques prennent en charge de modéliser la taille globale des micro-organismes qui rendent compte des différentes fonctions biogéochimiques. En réalité, n’importe quel groupe physiologiques (Méthanogènes, méthanotrophes, les bactéries nitrifiantes, microorganismes aérobies hétérotrophes, etc.) est représenté par un nombre de populations en compétition pour les substrats communs. La différence entre les différentes populations de la même niche trophique est fonction de sa stratégie de vie [176].

On peut distinguer trois types de stratégies de vie qui sont le résultat de différents schémas évolutifs survenus sous la pression de la sélection naturelle. 

· Schéma de sélection-K pour les organismes ayant développé une forte affinité aux substrats monomères nécessitant peu de dépenses d’'entretien, pouvant rapidement accumuler les substrats carbonés polymériques, qui sont stockés en tant que composés de réserve. (bactéries autochtones et oligotrophes ainsi que les champignons). 

· Schéma de sélection – r pour les organismes caractérisés par une croissance intense et qui ont une activité de biosynthèse très soutenue, lorsque ils sont soumis a des conditions de croissance limitantes dotées de structures biologiques spécifiques tell que des ribosomes et des enzymes du métabolisme primaire (Les populations et les copiotrophic et les populations zymogène, les levures). 

· Schéma de sélection-L pour deux groupes d’organismes d’ont un groupe est adaptée aux environnements défavorables (Psychro-, thermo-, halo,acido-organismes et de alkalotolerant), et le second s'est adapté au stress par la formation de structures dormantes de résistance (spores, kystes), et est capable de produire des antibiotiques et d’enzymes extracellulaires ayant le pouvoir de dégrader des toxiques (aromatiques et polymères composés).



[bookmark: _Toc310370379]1.6.4.	Expression de la croissance bactérienne 

La croissance microbienne a souvent été exprimée en termes de nombre d’unités microbiennes CFU (unités formant une colonie) ou indirectement mesurée par le biais de la densité optique [177]. Ces paramètres sont fréquemment utilisés parce que leurs mesures sont simples et rapide à estimer. Cependant, la taille des cellules peut varier en fonction des conditions de croissance, donnant un nombre de cellules inferieur à la biomasse. 

Pour contourner ce biais d’estimation, la quantification du taux d’O2 consommé ou de CO2 émis peuvent être utilisés pour rendre compte de la croissance [176]. 

[bookmark: _Toc310370380]Les densités de populations obtenues par le comptage CFU et la densité optique, nécessitent une transformation logarithmique en raison de leur hétéroscédasticité (distribution ne suivant pas la loi normale). Dans les cas contraire, les régressions appliquées à ces valeurs seront imparfaites et donnerons des valeurs hautement dispersées [178].

1.6.5.	La sélection d'un modèle mathématique 

Pour modéliser le comportement des microorganismes du sol dotés de stratégies de vie différentes, des modèles s’appuyant sur des données actualisées portant sur la physiologie et la biologie moléculaire des espèces microbiennes sont nécessaires [176].

Les expériences en laboratoire menées sur des cultures pures et des cultures mixtes sont les seuls sources d'information renseignant sur le métabolisme microbien. Ces données sont obtenues en soumettant ces microorganismes à différents facteurs environnementaux affectant la croissance (température, concentration en substrat, le spectre de substrats assimilés, modèle dynamique du substrat livraison).

Les données obtenues en laboratoire sont extrapolés ex situ sur des situations naturelles survenant in situ, puis d’utiliser les caractéristiques intégrales (par exemple, le taux de croissance spécifique de la population) pour les comparer les unes aux autres en appliquant des tests de signification et en définissant la meilleur équations d’ajustement expliquant la plus grande partie de la variance en appliquant des régressions non linéaires. Ainsi, si la concordance est grande entre les deux pools de données, le modèle peut être considéré comme pertinent et peut être utilisé pour la prédiction.
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Indirectement, L’analyse cinétique de croissance basée sur l’étude des combinaisons entre modélisation mathématique et expérimentation dynamique sur terrain, peut ultérieurement fournir des indications sur les mécanismes sous-jacents permettant de mettre en évidence de nouvelles perspectives expérimentales.

[bookmark: _Toc310370381]CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES

[bookmark: _Toc310370382]2.1. Le sol

Le sol utilisé dans nos expérimentations a été prélevé au niveau de la station expérimentale du département d’agronomie de (Université de Blida), à partir d’une parcelle nue non cultivée. Les caractéristiques physicochimiques du sol ont été étudiées durant l’année 2006 au niveau du laboratoire de pédologie du département d’Agronomie de l’Université de Blida [179] (Annexe A).

Apres séchage et tamisage (4 millimètres de diamètre) afin d’éliminer les éléments grossiers. Le sol a été désinfecté par autoclavage (deux autoclavages à 120°C pendant 30 minutes séparées de 24 heures d’intervalle).



[bookmark: _Toc310370383]2.2. Les souches bactériennes

Deux souches de Pseudomonas fluorescens ont été utilisées dans nos expérimentations (Tableau 3.1), il s’agit de la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 et de la souche D2 de Pseudomonas putida. Ces souches font partie de la collection microbienne du laboratoire de phytopathologie (Département d'Agronomie, Université Saad Dahleb – Blida).

Pseudomonas fluorescens C7R12 est un mutant spontané de la souche sauvage C12, résistante a la rifampicine elle a été isolée a partir du sol de Chateaurenard (France) et gracieusement fourni par P. Lemanceau (INRA Dijon, France). 

Pseudomonas fluorescens D2 est originaire de France, elle a été isolée a partir de la rhizosphere du lin et elle a été utilisée dans de nombreux travaux expérimentaux s’apparentant à l’étude de son aptitude et compétence dans le domaine du bio contrôle et de colonisation rhizosphérique [8].

La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu B de King (KB) [180] (Annexe B), en réalisent plusieurs repiquages successifs. Les souches purifiées ont été conservées à 4° C.



[bookmark: _Toc310376538]Tableau. 2.1. :  Origine des souches bactériennes

		Souches de Pseudomonas

fluorescens

		

Rhizosphère

		

Type de culture

		

provenance

		

Origine



		C7R12.

		Vigne.

		pérenne

		France.

		Collection du laboratoire de phytopathologie de l’université de Blida.



		D2.

		Lin.

		industrielle

		France.

		Collection du laboratoire de phytopathologie de l’université de Blida







[bookmark: _Toc310370384]2.3. Etude de la compétence rhizosphérique

L’étude de la compétence rhizosphérique vise à évaluer les potentialités d’adaptation et de colonisation des souches bactériennes au niveau de la rhizosphère. A cet effet, un essai portant sur la mise en évidence de l’effet de la plante sur les aptitudes de deux souches bactérienne à coloniser la rhizosphère a été réalisé. 

Les interactions ont été réalisées avec quarte espèces végétales composés chaque une de trois génotypes différents excepté pour l'haricot ou on a étudié deux génotypes. (Tableau. 2.2) 



· Tomate (Solanum lycopersicum L., 1753) X ( Marmande, Saint pierre, Heïnz )





· Blé dur (Triticum turgidum ssp. Durum (Desf.) Husn. 1899).X (Gta dur, Vitron, Waha )





· Orge (Hordeum vulgare L. 1753) X (Saida, Tichedrette, Rihane)





· Haricot (Phaseolus vulgaris L., 1753 ) X (Djadida, Contender)





Sur chaque une de ces variétés nous avons appliqué deux traitements avec les deux souches bactériennes C7R12 et D2.


Tableau 2.2. : Espèces et variétés végétales étudiées.

		Espèces végétales.



		Tomate

(Lycopersicum esculentum mill,).



		Blé dur.

Triticum durum,

		Orge.

(Hordeum vulgare,)

		Haricot.

(Phaseolus vulgaris)



		

Variétés.



		Marmande.

		Gta dur.

		Saida.

		Djadida.



		

		Saint pierre.

		Vitron.

		Tichedrette.

		Contender.



		

		Heïnz.

		Waha.

		Rihane.

		/







[bookmark: _Toc310370385]2.3.1. Préparation du végétal

Les espèces végétales utilisées dans les essais relatives à la compétence rhizosphérique, à savoir Tomate, Blé dur, orge et haricot, ont subi une désinfection par trempage dans l’eau javellisée à 6° pendant 20 minutes, suivi de trois rinçages successifs, de 3 minutes chacun, dans de l’eau distillé stérile et séchées sur papier filtre stérile.

[bookmark: _Toc310370386]2.3.2. Microcosmes

Les essais ont été conduits dans des microcosmes conçus selon la description de Latour et al [181] (Figure. 2.1).

Le microcosme se compose de trois parties :

· Un tube à essai d’une dimension de 150mm x 25mm, contenant 20 ml d’eau stérile.

· Une seringue stérile d’un volume de 10 ml

· Une bande de tissu stérile absorbant mesurant 8 cm de long sur 2 cm de large, insérée partiellement, environ 1 cm, à la base de la seringue, qui est remplie avec 9 g de sol désinfecté, et placée dans le tube à essai.



[image: ]



Figure. 2.1. Les différents constituants du microcosme.



(a) : Seringue stérile contenant 10 g de sol.

(b) : Tube à essai d’une dimension de 150mm x 25 mm.

(c) : Bande de tissu mesurant 8 cm x 2 cm.

(d) : Niveau d’eau.

[bookmark: _Toc310370387]2.3.3. Bactérisation des microcosmes 

Les graines de tomate, blé dur, orge et haricot désinfectées ont été déposées dans un tube contenant 9 g de sol et recouverts immédiatement par 1g de sol, pour avoir 10 g de sol dans chaque microcosme.

Les suspensions bactériennes des deux souches (C7R12 et D2) ont été préparées dans de l’eau distillée stérile à partir de cultures âgées de 24 heures, cultivées sur milieu B de King. La détermination de la concentration a été effectuée à l’aide d’un spectrophotomètre (Shimadzu), à la longueur d’onde λ = 600 nm pour déterminer la concentration de 108 CFU / g de sol.



[bookmark: _Toc310370388]2.3.4. Dispositif expérimental

[bookmark: _Toc310370389]2.3.4.1. Essai de dynamique des populations bactériennes



Cet essai a été réalisé selon un dispositif expérimental en randomisation totale avec 7 répétitions pour chaque traitement (Figure. 2.2), comparant l’interaction de deux facteurs.

Facteur 1 : Quartes espèces végétales Tomate, Blé dur, orge et haricot.

Facteur 2 : Deux souches bactériennes C7R12 et D2.



L’étude a été réalisée en quatre périodes après 15, 18, 20 et 30 jours de la bactérisation. Les 7 traitements issus de cette l’interaction sont :



T1 : témoin positif contenant 10g de sol bactérisés respectivement par les deux souches C7R12 et D2 pour chaque traitement.



T2 à T7 : Plants de tomate, Blé dur, orge et haricot bactérisés respectivement par les deux souches C7R12 et D2.
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		(A)



		(B)
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		(C)

		(D)





Figure. 2.2. Dispositif expérimental de l’étude de la dynamique bactérienne.



(A) : Tomate (Marmande, st pierre, Heinz).   (B) : Haricot (Contender, Djadida).

(C) : Blé dur  (Gta dur, Waha, Vitron).           (D) :  Orge (Tichedrette, Saida, Rohane).


[bookmark: _Toc310370390]2.3.4.2. Dénombrement bactérien

Après avoir découpé les parties aériennes, au raz du sol, avec un scalpel désinfecté, le contenu de la seringue a été récupéré et mis en suspension dans un Erlen Meyer contenant 99 ml d’eau distillé stérile. Après homogénéisation, la suspension obtenue est mixée (mixeur Blender) pendant 5 minutes et 1ml de la mixture est déposé dans un tube à essai contenant 99 ml d’eau distillée stérile. Pour obtenir une dilution de 10-10.

Les opérations d’isolement pour le dénombrement ont été effectuées avec les dilutions 10-10, pour certains traitements avec trois répétitions pour chaque dilution.

L’ensemencement du milieu de culture B de king a été effectué avec 0.1 ml de chaque dilution, étalé à l’aide de billes en verre, (Ø2 mm), sur la surface de la boite de Pétri. L’incubation a été réalisée à 25 °C pendant 24 à 48 heures [180].

Selon le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie microbienne et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), seul les boites présentant entre 30 et 600 colonies ont été retenues. Le calcul de la concentration bactérienne de la solution mère se fait selon la formule suivante :



Concentration de la solution mère = Nombre de colonies / (Volume x dilutions).



Les résultats obtenus ont subi une analyse de la variance et la comparaison des traitements a été effectuée selon le test kruskal wallis au seuil de risque d’erreur de 5% pour déterminer les amplitudes significatives, permettant de se prononcer sur les significations des traitements étudiées [182].


[bookmark: _Toc310370391]2.4. Effet de la température et du pH sur la production de Sidérophores

Les conditions optimales de croissance et de production des métabolites secondaires antagonistes (Sidérophores) de Pseudomonas fluorescens C7R12 et Pseudomonas putida D2 ont été contrôle par le biais du monitoring du taux de croissance des deux souches bactériennes sur trois milieux de culture à savoir, le milieu B de king, et le milieu Succinate qui sont deux milieux de référence connu pour leurs promotion de la croissance des Pseudomonas fluorescens et le milieu RM « Rhizobial minimum media » supplémente d’urée pour lequel nous avons ajouté des éléments minéraux ( FeSo4.7H2O, CuSo4, MgCl2.6H2O, Zn(OOCCH3).2H2O, EDTA, EDTA + FeSo4, ainsi que l’ensemble de ces éléments minéraux et ce a deux concentrations différentes a savoir 6 et 60 µm) Tableau 2.3.



Tableau. 2.3. : Composition des différents milieux de culture.



		

Milieu.



		RM+ FeSo4.7H2O

		RM+ CuSo4

		RM+ MgCl2.6H2O

		RM+ Zn (OOCCH3).2H2O

		RM+ EDTA

		RM+ EDTA + FeSo4

		RM+ L’ensemble des éléments minéraux



		[C] /150 ml de milieu.

		

		

		

		

		

		

		



		

6 µm.

		

0.25g

		

0.22g

		

0.18g

		

0.2g

		

0.26g

		

0.23+.0.12g

		

0.05+0.048+0.05+0.04+0.05g



		

60 µm.

		

2.5g

		

2.24g

		

1.86g

		

2.0g

		

2.68g

		

1.34+1.25g

		

0.5+0.448+0.5+0.402+0.536g





[C] : concentration



La quantité de soluté à ajouter pour constituer le milieu a été calculée comme suit pour les deux concentrations de 6 et 60 µm :



Concentration = nombre de moles / volume.

Sachant que :

Le nombre de moles = masse / masse atomique. 

Donc : 

La masse = la concentration x le volume x la masse atomique.



[bookmark: _Toc310370392]2.4.1. Les milieux de culture 

Les souches bactériennes ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant le milieu King B solide préparé avec de l’eau distillée. Les suspensions bactériennes ont été préparés à partir de cultures jeunes de 48 h, dont la crème a été récupérée et mise en suspension dans des flacons contenant de l’eau distillée stérile mis en agitation a 240 tour / minute. 

La charge bactérienne de ces suspensions a été fixée à 108 CFU / ml à l’aide d’un spectrophotomètre (Shimadzu, λ = 600 nm). Des séries de 0.1 ml de ces suspensions ont été utilisés pour inoculer dix tubes a essai contenant les différents milieux de culture et mis en incubation à 25° C pendant 48 h.



[bookmark: _Toc310370393]2.4.2. Estimation du poids cellulaire sec

La croissance bactérienne a été estimée par turbidimétrie en utilisant un spectrophotomètre (Shimadzu) étalonné avec des cuves de 1.0 cm, contenant de l’eau distille stérile. Le poids cellulaire sec (g/L) a été estimé par la multiplication de la DO600 par le facteur de conversion (0.57), obtenu à partir d’une courbe standard de transformation entre le poids cellulaire sec et la DO600. 

[bookmark: secx5]Pour l’estimation du poids cellulaire sec, deux tubes à essai contenant 10 ml de milieu de culture ont été passés à travers du papier filtre whatman 0.2 μm, dont le résidu a été séché à l’étuve à température constante de 70 °C pendant une nuit.

[bookmark: _Toc310370394]2.4.3. Test de la production des sidérophore

[bookmark: bbib13][bookmark: bbib14]La quantification des sidérophore a été effectuée suivant le protocole de Meyer et Abdullah [183]. Le bouillon de culture a été centrifugé a 6000 × g/20 min pour la séparation des deux phases et éliminer la phase solide. La DO du surnageant a été lue à l’aide du spectrophotomètre (λ =400 nm). Selon les travaux de Snow [184], et étant donne que les siderophores produits par les deux souches testés sont de type hydroxamate positive, la concentration en sidérophore (g/L) a été calculée en utilisant l’expression suivante : 

(DO) 400 nm × MW/ε 

 Sachant que ε qui représente la valeur du coefficient d’extinction est égale à 20.000 M−1 cm−1 et le poids moléculaire, MW est égale a 1500 Da.



 	Les cellules précipitées en amas au fond des tubes de centrifugation ont été remises en suspension dans 5 ml d’eau distillé a fin de déterminer la turbidité de la suspension et ainsi déduire le taux d‘accroissement dans les différents bouillons de culture a une longueur d’onde de 600 nm.

Notons en fin que les mêmes traitements ont été effectués sur la croissance sur les deux milieux de culture de référence King B et Succinate à différentes températures (20, 25 et 30°C), et a différent pH (6, 7, et 8) sur une période s’étendant sur 7 jours.



[bookmark: _Toc310370395]2.4.3.1. Modélisation de la taille de la population bactérienne en fonction du temps en microcosme

L’équation du modèle utilisé pour estimer la taille des populations bactériennes en fonction de la quantité de substrat présente dans le sol, en Interaction avec les différentes variétés végétales de tomate, de blé, d'orge et d’haricot, a été intégrée, par rapport au temps pour obtenir une prédiction des tailles de populations bactériennes sur (15, 18, 20, et 30 jours) avec les parametres du tableau 2.4. 

le déroulement mathématique de l’équation (1) donne :



[image: ]





Le remplacement des variables par leurs valeurs respectives tirés à partir de précédentes études portant sur la colonisation rhizospherique sous conditions d’humidité constantes de 100 kPa [185] (Tableau. 2.4). Après intégration avec un solveur numérique de Runge-Kutta-Merson imbriqué d'ordre 4 et 5, sur matlab R2010a, les valeurs prédictives de la taille des populations bactériennes présentes dans les microcosmes sont obtenues.






Tableau. 2.4. Description des paramètres rentrant dans la constitution de l’équation modélisant la croissance bactérienne en microcosme.



		Paramètre

		Description

		Valeurs



		Gw

		taille prédite de la population après N jours de croissance. 

	

		



		µmax

		Maximum de Croissance spécifique, déterminé en fonction de la concentration de substrat et suivant une cinétique de croissance de Monod [172].



		0.1 / Heure. 



		Sr

		Concentration du substrat tout type confondu présent dans la solution su sol. 



		100 µg.



		Ks

		Constante de saturation de la croissance.

		4 µg / Cm3           



		Θ

		Potentiel hydrique.



		0.34.                   



		Kw

		Constante de mort cellulaire. 

		0.05/ Heure







Nous obtenons l’équation suivante :

[image: ]

)


[bookmark: _Toc310370396]2.4.3.2. Modélisation de la taille de la population bactérienne et de la production de sidérophores en croissance en milieu liquide 

Afin de modéliser la croissance bactérienne, une équation logistique (1’) indépendante du substrat est utilisée :

Ainsi : 

                        (1’)

Ou :

X : poids cellulaire sec (µg/l).

µm : Maximum de Croissance spécifique.

Xm : maximum de poids cellulaire sec (µg/l).

X0 : poids cellulaire sec initial (µg/l).



L’intégration de l’équation (1’) avec x = x0 et (t = 0), donne la variation sigmoïdale de la masse microbienne prédite en fonction du temps, comme cela est indiqué par l’équation (2’) ci-dessous :



                        (2’)



Le remplacement des variables par leurs valeurs respectives tirés de l’étude précédente menée en microcosmes, en considérant le poids de 1 cellule bactérienne comme l’équivalent d’un poids de 1pg. Nous calculons le poids cellulaire sec inoculé initialement dans les tubes a essai ainsi que le maximum de poids cellulaire sec obtenu à partir des résultats de l’expérimentation mené sur microcosmes avec un taux de croissance maximum spécifique de l’ordre de 0.1. 

Nous intégrons l’équation (2‘) avec un solveur numérique de Runge-Kutta-Merson imbriqué d'ordre 4 et 5, sur matlab R2010a qui nous donne des valeurs prédictives sur la densité des populations bactériennes présentes en croissance dans les milieux de culture sur une période de 24h de croissance.

Pour la cinétique de formation de métabolites secondaires « sidérophores » l’équation (3’) basée sur l’équation de Luedeking–Piret, qui a été développée pour la prédiction de la production de l’acide lactique par la bactérie Lactobacillus delbrueckii [186] a été utilisée. 

Ainsi, l’intégration de l’équation (3’) en utilisant les termes de l’équation (2’) pour X(t), avec P= 0 à T= 0, donne le profil de formation du produit en fonction du temps comme indiqué par l’équation (4’) :
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Ou :

P = Concentration du produit prédit (g/l).

α = Coefficient de croissance associé à la formation du produit (sans unité),

β = coefficient associé a la production de métabolite non associés à la formation de croissance. (h−1).



En ce qui concerne la résolution mathématique de l’équation (4’), la même procédure que celle utilisée pour résoudre les équations (6) et (2’) a été utilisée. 











[bookmark: _Toc310371616]CHAPITRE 3

RESULTATS ET INTERPRETATIONS

3.1. ETUDE DE LA COMPETENCE RHIZOSPHERIQUE

[bookmark: _Toc310371618]3.1.1. Dénombrement bactérien

En suivant le protocole de dénombrement établi au laboratoire d’écologie microbienne et pathologie des sols (UMR-INRA-Dijon-France), nous avons sélectionné les boîtes présentant entre 30 à 600 colonies (Figure. 3.1).







Figure. 3.1. Boites présentant des colonies bactériennes sur le milieu King B après 24 heures d’incubation. (A : boite contenant plus de 30 colonies ; B : boite contenant moins de 600 colonies).
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Les dénombrements ont été respectivement réalisés, après 15, 18, 20, et 30 jours du semis pour les 4 genres végétaux étudiés (Blé dur, Orge, Haricot et Tomate). Ainsi les résultats obtenus pour les 11 génotypes cultivés en microcosme son



		

		



		(a)

		(b)





		

		



		(c)

		(d)





Figure. 3.2. Croissance des différents génotypes étudies en microcosmes : (a) Blé dur, (b) Orge, (c) Haricot, (d) Tomate, après une durée de 15, 18, 20, et 30 jour du semis et de la bactérisation.


Les résultats du dénombrement ont donné lieu a des cultures très denses variant de 30 à 600 colonies par boite de Pétri. La transformation logarithmique de ces résultats a montré une nette évolution des populations bactériennes par rapport aux apports initiaux de (108 CFU/ g de sol) (Figure. 3.3).



Figure. 3.3. Densités des populations bactériennes dans les microcosmes des 11 génotypes étudiés.



Pour les 3 variétés de tomate, ayant la plus longue période de croissance, nous avons relevé des tailles de populations importantes atteignant 1013 CFU/g de sol ; avec un pic de colonisation de l’ordre de 3.96 1013 CFU/g de sol pour la variété st pierre inoculée avec la souche Pseudomonas putida D2 (Figure. 3.4).

Pour les variétés de Blé dur, nous avons observé une nette progression de la taille des populations bactériennes initiales, qui après 18 jours de croissance ont atteint des tailles moyennes de l’ordre de 1013 CFU/g de sol; avec un maximum de 2.6 1013 CFU/g de sol pour la souche Pseudomonas putida D2 inoculée sur la variété de blé dur (Gta), et un minimum de 9,96 10 12 CFU/g de sol avec le génotype Waha inoculé par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 (Figure : 3.4).

Pour les génotypes d’orge, nous avons relevé des tailles de populations moyennes de l’ordre de 10 13 CFU/g de sol, avec une densité maximale de 
2.32 1013. Pour la variété Tichedrétte inoculée par la souche Pseudomonas putida D2, et un minimum de 9.25 10 13 CFU/g de sol pour la variété Rihane inoculée avec Pseudomonas fluoescens C7R12. (Figure. 3.4).

Notons en fin, que pour les deux génotypes d’haricot, la même moyenne en densités de populations a été atteinte après 25 jours de croissance avec respectivement un maximum de 2,54 1013 CFU/g de sol et un minimum de 1,13 1013 pour la même variété Djadida inoculée avec Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens C7R12 (Figure. 3.4).





Figure. 3.4. Densité des populations bactériennes dans les microcosmes des 11 génotypes étudiés.

La comparaison du potentiel de colonisation des deux souches utilisées dans notre expérimentation, montre une différence quantitative de colonisation. Ainsi, la souche Pseudomonas putida D2 a montré une meilleure compétence rhizosphérique par rapport a la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 (Figure. 3.5 ; 3.6). 



Figure. 3.5. Densité de population atteinte après 15, 18, 20 et 30 jours de croissance pour les génotypes ensemencés avec la souche Pseudomonas 



Figure. 3.6. Densités de populations atteintes après 15, 18, 20 et 30 jours de croissance pour les génotypes ensemencés avec la souche Pseudomonas fluorescens C7R12



3.1.2. Interprétation statistique 

L’application d’un test d’adéquation sur les résultats du dénombrement des 11 Génotypes étudiés, en interaction avec les deux souches bactériennes, ont montré que les données de la densité des populations logarithmiquement transformées suivait une distribution normale. Le test d’hypothèses d’égalité des variances estimées par trois tests d’ajustement acceptent l'adéquation à différents seuil de signification (Tableau. 3.1 & Figure. 3.7).





Figure. 3.7 . Distribution normale des résultats logarithmiques de la densité de population finale des 11 microcosmes en interaction avec les deux souches bactériennes.
Tableau. 3.1. Qualité d’ajustement des données logarithmiquement transformés de la densité de population obtenu après dénombrement, par trois tests d’ajustement statistiques.





L’application d’un test d’homogénéité (ANOVA 1 FACTEUR) aux résultats issus du dénombrement bactérien, associé à un test Post Hoc de Bonferroni au seuil de signification de 5%, ayant pour but de mettre en évidence les différents sous ensembles homogènes constituant les  échantillons de petite taille. Ces tests ont donné des résultats hautement significatifs (Appendice (C) Tableau. 1), pour l’effet des deux souches bactériennes qui ont été classées en deux groupes homogènes (1 et 2) (Appendice (C) Tableau 3.3).

Ainsi, les interactions «Pseudomonas putida (PP) X Tomate, Orge, Blé dur et Haricot », formant le groupe homogène (1), ont montré les niveaux de colonisation les plus élevés, avec des concentrations atteignant un maximum avoisinant les 4 x1013 CFU/ g de sol avec une moyenne de rang de 13.38. Tableau 3.3.





Le groupe homogène (2), regroupe les traitements effectues par la souche «Pseudomonas fluorescens (C7R12) X Tomate, Orge, Blé dur et Haricot », ont montré à leurs tour des concentrations bactérienne variant entre 1012 à 1013 CFU/ g de sol correspondant a des moyennes de rang d’environ 13.1. (Appendice (C) Tableau. 2).

L’essai de détermination d’un éventuel effet variétale sur les concentrations finale des souches bactériennes inoculées a donné deux effets non significatifs avec des niveaux de signification respective de l’ordre de 0.234 et 0.904. (Appendice (C) Tableaux 3.4).

Ces résultats indiquent l’absence d’effet inter ou intra spécifique entre les 4 genres végétaux étudiés et les 11 génotypes expérimentés, en fonction des résultats logarithmiques des densités microbiennes finales.



3.2. DISCUSSION

Au cours de notre expérimentation, les effets des deux souches bactériennes en interaction avec onze génotypes, appartenant à 4 genres végétaux différents ont été étudiés. Les dénombrements effectués sur microcosmes ont révélé une bonne colonisation des systèmes racinaires, se traduisant par une compétence rhizosphérique appréciable des deux souches bactériennes Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens C7R12, initialement inoculés à une concentration de 108 CFU/g de sol dans les microcosmes. Les deux bactéries testées ont montré une grande capacité de colonisation du système racinaire, avec des densités moyennes de colonisation de l’ordre de 1013 CFU / g de sol, traduisant une activité microbienne très intense en “microcosme“ et dans les micro-agrégats du sol.

Selon les concentrations finales obtenus, nous pouvons conclure de la réussite de la colonisation vu que selon Scher et al, [187] un seuil de 5.103 CFU / g de sol constitue un bon indice de la réussite de la colonisation racinaire. La comparaison des niveaux de colonisation des deux souches bactériennes étudiés a montré, l’existence de différences significatives dans le potentiel de colonisation des deux souches. Ainsi nous avons d’une manière générale 




observée une meilleure colonisation des microcosmes inoculés par la souche Pseudomonas putida D2 en comparaison avec la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 (Appendice (C) C, tableau. 2) Ces différences sont considérés comme étant normales, étant donné que d’après Lemenceau [8], la compétence rhizosphérique des Pseudomonas spp. fluorescents varie d’une souche à l’autre, du fait de l’existence de certaines différences dans le potentiel de colonisation des racines et dans leurs capacité de maintenir les populations en forte densités dans le sol [188].

Les résultats des tests d’homogénéité ont indiqués l’existence d’un effet “souche“ significatif, indiquant une différence entre les deux souches pouvant être expliqués par l’existence de traits génétiques, biochimiques et physiologiques intrinsèques aux souches, leurs conférant différents niveaux de rhizocompétence. L’influence de l’origine écologique sur l’expression et la stabilité des effets bénéfiques des souches bactériennes a été signalée par plusieurs auteurs [189, 190]. Ainsi, les travaux menés par Chennaoui, [191] et Ousrir, [192] en conditions d’expérimentation contrôlées,  ont soulevé le problème de l’origine géographique, en démontrant des différences de performances vis-à-vis la promotion de certains paramètres de croissance et de rendement  se traduisant par des densités de populations différentes chez diverses plantes cultivées en réponse à l’inoculation avec des souches bactériennes d’origines diverses [CHAO “Suisse“], [P64 (Mitidja) et S20 (ghardaïa), “Algérie“]. [193, 194, 195]. 

Les deux souches Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens C7R12 ; originaire de France, ont été respectivement isolés a partir d’un sol suppressif à vocation vitivinicole “Châteaurenard“, et d’un sol abritant une culture de lin [9]. Les fluctuations de densité de populations observées dans notre expérimentation entre les différentes interactions étudiées, peuvent être expliqués par la capacité d’accueil de la rhizosphère ; qui selon le couple (sol X végétale) peuvent avoir un effet sur la diversité des populations de Pseudomonas spp. fluorescents [196,197]. 

La variation de la nature qualitative et quantitative de la matière organique exsudée varie donc, en fonction des espèces végétales considérées et 


dépendent en partie des racines (phénologie, anatomie, morphologie, composition chimique, environnement et état sanitaire de la plante). Les analyses statistiques, n’ont montré aucun effet variétal significatif à l’issu du test de la variance à un facteur calculé au seuil de signification de 5%, indiquant un effet mineur des rhizodépôts sur la densité bactérienne finale estimé pour les 11 génotypes étudiés. 

Un autre facteur pouvant expliquer ces densités de population élevée, est la composition des milieux de culture utilisés en laboratoire pour préparer les inocula qui selon Fuchs et al. [198], ont des effets significatifs sur le potentiel des souches de P. fluorescens. Ainsi, l’exposition des souches bactériennes au stress oxydatif en boites Pétri, est similaire a l’action qu’exerce les anions super oxyde et peroxyde d’hydrogène générés par la peroxydase membranaire des racines sur les parois bactériennes. De ce fait, il a été démontre l’existence d’une relation entre le potentiel de colonisation des souches bactériennes cultivés in vitro, et l’osmotolérance qui confère aux bactéries colonisatrices du système racinaire la capacité de persister et de coloniser efficacement le rhizosplan [69] .Etant donné que nous n’avons pas utilisé des d’antioxydants et autres pièges a radicaux libres dans nos milieux de culture, il se pourrait que nos inocula ait été positivement stimulé en faisant en sorte d’adapter leurs physiologie a leurs nouvel environnement, sans pour autant perdre leurs capacité de former des colonies qui est considère comme étant un fait extrême causé par l’exposition de ces souches à un stress oxydatif violent et extrême en boites de Pétri [199, 70].

D’une manière générale, la synthèse de lipopolysaccharides, d’acides amines, de vitamines, d'acides organiques, l'AIA, l'HCN, les antibiotiques, les sidérophores, et les métabolites volatiles signal (HSL) rentrant dans le conditionnement du quorum sensing qui est un système de détection et de régulation des différentes traits cités ci-dessus, permettant aux souches bactériennes de se reproduire et de se maintenir à des taux de croissance. Par conséquent une augmentation de l'activité métabolique de plusieurs types de rhizodépositions riches en hydrates de carbone [200, 201, 202]



3.3. Modélisation de la biomasse en fonction du substrat et du temps 

[bookmark: _Toc310371622]3.3.1. Estimation de la concentration bactérienne en fonction du substrat 

La modélisation de la croissance bactérienne en fonction de la composition du substrat (sol), indique à un niveau interspécifique l’existence d’un schéma d’évolution caractérisant les deux souches bactériennes étudiés. Ainsi, les sorties du model montrent clairement que la souche Pseudomonas putida D2 et Pseudomoas fluorescens C7R12 se comportent de manière similaire, reflétant la modélisation mathématique de la croissance bactérienne en terme absolu.

Selon l’équation (1) (c.f, P. 39), utilisé dans le modèle pour estimer la dynamique des populations microbiennes, nous avons observé quelques légères fluctuations tout au long de l’axe de l'abscisse (10 à 100 µg/cm3). Le modèle a prédit pour les deux souches (D2) et (C7R12), un grand pic de croissance aux alentours de 20µg/cm3 de substrat correspondant à des tailles de populations respectives de l’ordre de : 

· (1,01E+09, 1,98E+09, 1,86E+08) et (1,01E+09, 1,98E+09, 1,86E+08) CFU/g de sol, pour les variétés de tomate Heinz, st pierre et Marmande 



· (1,30E+09, 1,07E+09, 1,17E+09) et (1,30E+09, 1,07E+09, 1,17E+09) CFU/g de sol, pour les variétés de blé dur, Gta, Vitron , Waha 



· (8,03E+08, 9,83E+08, 1,16E+09) et (8,03E+08, 9,83E+08, 1,16E+09) CFU/g de sol pour les différentes variétés d’orge, Rihane, Saida, Tichedrette.



· (1,03E+09, 1,27E+09) et (1,03E+09, 1,27E+09) CFU/g de sol, pour les variétés d’haricot Contender et Djadida. (Figure. 3.8 ; 3.9).





Figure. 3.8. Estimation de la dynamique de croissance de Pseudomonas putida D2 en interaction avec les différentes variétés végétales étudiés en fonction de la concentration du substrat dans le sol. 



Figure. 3.9. Estimation de la dynamique de la croissance de Pseudomonas fluorescens C7R12 en interaction avec les différentes variétés végétales étudiés en fonction de la concentration du substrat dans le sol. 

Passé le pic de 20µg/cm3, nous observons une tendance générale a la diminution des tailles des populations bactériennes qui atteignant pour la souche (D2) et (C7R12) des minimums respectives de l’ordre de :

· (1,16E+09, 1,16E+09, 1,73E+09, 1,62E+08, 1,14E+09, 9,36E+08, 1,02E+09, 7,01E+08, 8,57E+08 CFU/g de sol), pour les précédentes variétés citées dans l’ordre (Figure : 3.8).



· (6,91E+08, 8,91E+08, 6,17E+08, 4,85E+08, 5,65E+08, 4,35E+08, 4,04E+08, 5,05E+08, 5,25E+08 CFU/g de sol), pour les variétés précédentes citées dans l’ordre (Figure. 3.9).



Notons en fin, qu’a partir de 30µg/cm3, nous observons pour les deux souches (D2) et (C7R12), une augmentation progressive pour toutes les variétés étudies, qui à partir de 40 et 50 µg/cm3 de concentration de substrat, se stabilisent a des tailles de populations moyennes de l’ordre de :

· (1,26E+09. 1,88E+09. 1,76E+08. 1,23E+09. 1,02E+09. 1,11E+09. 7,62E+08. 9,32E+08. 1,10E+09. 9,74E+08. 1,20E+09 CFU/g de sol) pour les précédentes variétés citées dans l’ordre (Figure : 3.8).

 

· (7,51E+08. 9,68E+08. 6,70E+08. 5,27E+08. 6,14E+08. 4,72E+08. 4,39E+08. 1,26E+10. 5,49E+08. 5,34E+08 CFU/g de sol) pour les variétés précédentes citées dans l’ordre (Figure : 3.9).

· 

3.3.2. Modélisation de la taille de la population bactérienne en fonction du temps 

Sur un l’intervalle de 30 jours distribués sur en 4 phases de [0, 15], [0, 18], [0, 20], et [0, 30] jours, l'intégration de l'équation (1) a estimé des tailles de populations bactériennes finales respectives de 2,02 109, 1,5 1010, 2.71 1012 et, 5.37 1018  µg/cm3 (Figure. 3.10).

Ces valeurs ont été sous estimés pour la prédiction faite pour 15 jours de croissance et sur estimés pour les intervalles de [0,18], [0,20] et [0,30]. Ainsi les résultats obtenus expérimentalement en croissance dans microcosme, ont donné pour les précédent intervalles des valeurs de densités de population respectives de l'ordre de :

· (4.82 1010 , 5.36 1010 , 3.32 1010 , 8.22 1010  µg/cm3) pour la souche Pseudomonas putida D2 



· (2.72 1010 , 2.66 1010 , 1.73 10 10 ,3.98 1010  µg/cm3) pour la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.





		

		



		

		



		

Figure. 3.10. Estimation de concentration bactérienne par gramme de sol en fonction du temps (15,18, 20 et 30 jours).





La qualité d’ajustement entre les données expérimentales et les probabilités de prédiction des valeurs établis par le modèle, indiquent une bonne qualité d’ajustement par rapport a la distribution normale (Figure. 3.11), indiquant que les valeurs prédites par le modèle suivent une distribution linéaire expliquant 83% de la variance globale pour les valeurs variant entre 0 et 2 1012. (Appendice (C) C, Tableau. 5).Dépassé ce seuil, les valeurs prédites suivent une distribution autre que normale. Vu que les valeurs de densité de population prédite suivent un schéma spécifique indiquant la probable existence d'une relation hautement significative (Quadratique) (Appendice (C) C, Tableau. 6), pouvant mieux rendre compte de la variabilité globale comparée à la relation linéaire (Figure. 3.12 ; Figure. 3.13 annexe).
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		 Figure. 3.11 . Distribution et qualité d’ajustement des données prédites par rapport au temps en distribution normale.

		 Figure. 3.12 . Qualité d’ajustement des     probabilités de réalisation des données prédites par rapport au temps vis-à-vis des données expérimentales.
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		 Figure. 3.13. Courbes d’ajustement des fonctions linéaire et quadratique de l’interaction liant la densité des populations prédites par rapport au temps








Concernant les valeurs de densité en populations prédites sur des intervalles de 0 à 30 jours, nous observons une tendance générale à l'augmentation progressive qui progresse pour atteindre des valeurs de plus en plus éloignées de la réalité biologique, (ex : 5.37 1018 µg/cm3/ 30 jours) (Figure. 3.10).

L'application d'une interpolation cubique de spline pour les valeurs prédites par le modèle sur une durée de 20 jours correspondant a des densités de population maximale de 1,5 1013 CFU/g de sol, illustre une courbe sigmoïde, modélisant la croissance bactérienne sur un intervalle étendu de 100 jours montrant des tailles de populations prédites n'excédant pas le seuil maximal de 1015 µg/Cm3.(Figure. 3.13)

Figure 3.14. Divergence des valeurs prédites entre le model initial et la courbe d’interpolation cubique obtenue par interpolation des 20 premiers points prédits par ce même modèle.



3.3.3.	Modélisation de la taille de la population bactérienne en fonction du temps sur milieu de culture liquide

L'intégration de l'équation modélisant la croissance bactérienne sur milieu de culture liquide (1' : Cf.  p-40) donne comme pour l'équation de modélisation de la croissance sur microcosme (1) une courbe continuellement croissante qui dépasse le seuil d'intégration, donnant des valeurs prédictives relativement éloignées de la réalité biologique 

L'application d'une interpolation conservatrice de formes aux données obtenues, après intégration sur un intervalle de 48 heures, donne une courbe sigmoïde rendant compte de la dynamique de la croissance bactérienne. Cette courbe peut être divisée en trois phases représentant : (Figure. 3.14)

· une période de latence s'étendant sur un intervalle de 0 à 10 heures.

· une phase de croissance exponentielle qui atteint son maximum aux environs de 70 heures de croissance.

· une phase de déclin qui modélise un arrêt de la croissance et une altération des structures biologiques en croissance dans le même milieu de culture. 



Figure. 3.15. Estimation de la quantité de biomasse produite par litre de milieu de culture (µg/l).



La qualité d’ajustement entre les données expérimentales et les probabilités de prédiction des valeurs sorties par le modèle, indiquent une bonne qualité d’ajustement par rapport à la distribution normale (Figure. 3.15).

A des densités de populations dépassant 3.21 107 µg/l, nous observons une déviation des valeurs prédites par rapport a la droite normale, (Figure. 3.16). Cette déviation indique l'existence d'un autre schéma de croissance hautement significative (Appendice (C) C, Tableau. 7), pouvant mieux rendre compte de la variabilité globale comparé à la relation linéaire (Figure. 3.17)






3.3.4.	Modélisation de la production de sidérophores en fonction du temps 

La modélisation de la production de sidérophores sur milieux de culture liquides et l'application d'une interpolation conservatrice de forme à données obtenues après intégration de l'équation (4') sur un intervalle de 48 heures, donne une courbe sigmoïde rendant compte de la dynamique de synthèse. Cette courbe sigmoïde peut être divisée en trois phases représentant : (Figure. 3.18)



· une période de latence s'étendant sur un intervalle de 0 à 5 heures.

· une phase de croissance exponentielle qui atteint son maximum aux environs de 40 heures de croissance.

· une phase de déclin qui modélise un arrêt de la production et une altération des molécules biochimiques produites dans le même milieu réactionnel. 

Figure. 3.19. Estimation de la production de sidérophores sur milieu de culture liquide (g/l).

Par rapport a la distribution normale, La qualité d’ajustement entre les données expérimentales et les probabilités de prédiction des valeurs estimés par le modèle, indiquent une très bonne qualité d’ajustement (Figure. 3.19), Cependant, vu que les valeurs de production de sidérophores semblent suivre un schéma spécifique (Figure. 3.20), suggérant la probable existence d'une relation autre que normale
 

(Cubique) (Appendice (C) C, Tableau. 8), pouvant mieux rendre compte de la variabilité globale (Figure : 3.20 ; Figure 3.21 annexe R).

		



		





		Figure. 3.20. Distribution et qualité d’ajustement des données prédites par rapport au temps vis à vis de la distribution normale pour la production de sidérophores sur milieu de culture liquide (g/l).





		Figure. 3.21. Qualité d’ajustement des probabilités de réalisation des données prédites par rapport au temps vis-à-vis des données expérimentales obtenu pour la production de sidérophores sur milieu de culture liquide (g/l).
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Figure 3.22 :Courbe d’ajustement de fonctions lineaires  et cubique de l’interaction liant la production de sidérophores par rapport  au temps sur milieu de culture liquide.

[bookmark: _Toc310371626]3.4.	DISCUSSION ET CRITIQUE DES MODELES

Le model mathématique proposé quantifie deux mécanismes importants qui sont l’effet du substrat présent dans la solution du sol, et la dynamique de la croissance de ces bactéries à travers le temps. Pour un niveau fixe d’exsudations, ce modèle démontre l’influence du potentiel hydrique sur la diffusion et l’utilisation du substrat sur la croissance et la cinétique de mortalité des cellules bactériennes. La simulation du modèle met en évidence la relation existante entre la diffusion et l’ajout de substrat sur la croissance bactérienne étant donné qu’au delà d’une concentration de 20 µg/cm3 de substrat, la taille des populations bactériennes restent relativement stables malgré l’ajout de substrat dans le milieu. Cette information permet donc d’acquérir de meilleurs connaissances sur les déterminants qui régissent le processus de la croissance bactérienne, et permettent de minimiser les apports superflus en éléments minéraux lors du processus de production industriel, évitant ainsi, d’influencer négativement la stabilité du pH. [139]

L’optimisation des apports et de la concentration des éléments minéraux composant la solution du sol, permettent à ces derniers d’atteindre une maturité précoce, stimulant leurs métabolismes primaire et secondaire qui leurs confèrent une aptitude de compétence quasi immédiate lors de leurs introduction en tant qu’agents de bio contrôle dans le sol. Une telle situation va épargner d’éventuelles applications massives de fertilisants et de pesticides, pouvant ultérieurement causer des phénomènes de phytotoxicité et engendrer des effets négatifs sur l’environnement. [203]

Le modèle prend en considération le niveau de saturation qui a des effets biologiques différents, permettant dans un temps la diffusion du substrat et limitant dans un autre temps le mouvement des bactéries et les phénomènes de prédation ayant lieu dans le sol. Selon que l’on soit en présence d’un sol saturé ou sec, les effets sont différentiels sur la croissance bactérienne par l’intermédiaire de la réduction du niveau de diffusion dans le réseau des micropores du sol [203]. Cependant, le modèle ne prend pas en considération la présence de plusieurs populations bactriennes indigènes, en compétition 




avec la population introduite pour l’espace et le substrat du sol. A cet effet ce modèle minimise l’effet de la flore indigène en l’éliminant de l’équation. A fin de complaire à cette condition nous avons stérilisé le sol et les semences avant de les inoculer avec les deux souches de Pseudomonas.

Les paramètres utilisés dans le model mettent en évidence l’importance de la croissance bactérienne en fonction de la quantité du substrat produit par les racines. Le changement dans la concentration des cellules viables influençant la variation du taux de croissance spécifique, et le taux de mortalité cellulaire ainsi que le niveau maximale de saturation de la croissance [203].

Les modèles utilisé ne prennent pas en considération la variation de plusieurs paramètres et impliquent la variation d’un seul paramètre à la fois.

Ainsi, certaines valeurs des paramètres utilisés dans la simulation du modèle mathématique on été expérimentalement mesurés, et d’autres ont été prises d’études antérieures précédemment publiés sur le même sujet. Cette démarche est fréquemment nécessaire dans ce genre d’études portant sur la modélisation des microorganismes vivants, et ce même pour des modèles à structure relativement simple, à faible niveau de confiance impliquant des valeurs prédites significativement différentes des réalisations expérimentales caractérisées par une applicabilité et une répétabilité moyenne voir médiocre [203].

Le but de notre étude, n’est pas de produire un modèle générale prédictive de la dispersion et de la croissance bactérienne, en fonction de la concentration de substrat disponible dans le sol, mais le test de l’applicabilité de ce modèle en comparant les données prédites à celles obtenus en laboratoire sur microcosmes et sur milieux de culture liquides. Plusieurs paramètres doivent être calculés et mesurés pour chaque une de nos souches bactériennes à fin d’optimiser les sorties du modèle. Ceci est possible en l'utilisant avec des systèmes expérimentaux obéissant aux différentes assomptions simplificatrices, excluant quelques paramètres, particulièrement les facteurs environnementaux majeurs à savoir la température, le pH, la salinité, et le potentiel hydrique [203]. Ces paramètres sont supposés être constants dans le modèle et doivent être maintenus stables au cours de nos prochaines expérimentations. De plus, les 


conditions d’échantillonnage doivent être menées de manière à optimiser l’uniformité dans et entre les différentes unités expérimentales “microcosmes“ à fin de minimiser les gradients de variabilité [203].

Les écarts d’ajustement observés précédemment (Figures. 3.14 ; 3.15), sont probablement dues à des imperfections liées au model lui-même et sont le résultat de simplifications d’assomption de départ fixées par le concepteur du modèle. Ces écarts peuvent être rectifiés en ajoutant de nouveaux paramètres explicatifs impliquant ainsi, le calcul d’un nombre élevé de paramètres rendant difficile la mise en exécution du modèle pour des études et/ou des applications routinières. Cette divergence et ces grandes tailles de population prédites pour des périodes supérieur à 20 jours, montrent une des limites du model étudié, qui suggère que ce dernier est plus efficace pour modéliser l’évolution temporaire de populations bactériennes dont les charges microbiennes initiales soient inferieures à 10 8 CFU/g de sol. Ceci est directement applicable dans la conception des inocula initiaux, ajoutés de leurs interpolations. 

Notons en fin que, l’application d’interpolations mathématiques aux valeurs prédites par les différents modèles donne des résultats biologiquement significatifs. Ces résultats simulent une courbe sigmoïde composée de plusieurs phases qui sont : (Figures : 3.17 ; 3.8 ; 3.9). [204]

(i) Une phase de latence initiale (lag-phase), pendant laquelle les enzymes nécessaires à la croissance sont induites représentée par la phase allant de [0,10 jours],

(ii)  Une phase de croissance exponentielle appelée (log-phase) [10, 22 jours], débute après une première phase de transitons I qui évolue selon une cinétique d’une réaction de premier ordre [22, 30 jours]. 

(iii) Une phase de transition II est atteinte lorsqu’un substrat devient limitant ou la concentration d’un produit devient inhibiteur [205,206]. 

(iv) Une phase de croissance ralenti avec une faible pente de croissance correspondant a la phase stationnaire qui apparait normalement lorsque une limitation de substrat, une forte densité de population, est atteint au contact 


d’une faible pression en O2 ou une accumulation de produits toxiques du métabolisme 



3.5. Effet de la température sur la croissance et la production de sidérophores

La production de sidérophores la plus importante a été relevée dans le milieu de culture Succinate où nous avons observé une variation parallèle de la production de sidérophores en fonction de la fluctuation du taux d’absorbance (= 600 nm) qui représente le taux de croissance atteint par les deux souches étudiés Pseudomonas putida D2 et Pseudomonas fluorescens C7R12. Ces deux souches ont à des températures de 20 et 30°C, atteint des taux de production en sidérophores de l’ordre de 0.62 µg et 0.65 µg pour des masses cellulaires totales produites de 0.044 µg et 0.025 µg de poids sec (Figure : 3.22)

Sur milieu de culture B de king (Figure. 3.23), et Minimum Rhizobium Media (RM) (Figure. 3.24), nous n’avons pas observé de différences significatives, entre le taux de production de sidérophores et la quantité de biomasse cellulaire produite comparée au milieu de culture Succinate.

La production optimum de sidérophores a été obtenu a température de 30 et 20°C pour la souche D2 qui a respectivement produit 0.42 µg et 0.5 µg de sidérophores dans les deux milieux de culture king B (Figure : 3.23) et minimum rhizobium (Figure : 3.24), pour des masses cellulaires respectives de l’ordre de 0.067 µg et de 0.143 µg.
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Pour la souche C7R12, la production moyenne de sidérophores a été légèrement la même dans les trois milieux de culture avec un taux de production moyen de sidérophores de (0.47 µg), pour une masse cellulaire moyenne de 0.6 µg. Notons cependant, l’existence de quelques différances qui se traduisent par une production optimale de sidérophores aux températures de 30 et 20°C sur king B et RM, contrairement au milieu de culture Succinate où la production de sidérophores reste stable aux températures de 20°, 25° et 30°C pour C7R12. Notons également que pour cette même souche, une tendance générale à la baisse progressive dans la production de sidérophores est observée à travers les différents niveaux de température (20°, 25° et 30°C)



		




		Figure 3.23.  Production de sidérophores des deux souches de Pesudomonas putida D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture Succinate en fonction de la température.









		



		Figure 3.24. Production de sidérophores des deux souches de Pesudomonas putida D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture king B en fonction de la température.



		



		Figure 3.25. Production de sidérophores des deux souches de Pesudomonas putida D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture Minimum Rhizobial "RM" en fonction de la température.







3.6. Effet du pH sur la croissance et la production de sidérophores

Sur milieu de culture Minimum Rhizobium l’essai de production de sidérophores en fonction du pH du milieu, a révélé une baisse graduelle de la production de sidérophores en fonction de l’augmentation du gradient du pH pour la souche D2. La plus grande quantité de masse cellulaire bactérienne et de sidérophores produit a été obtenue au pH 6 avec les quantités respectives, de 2.11 et de 0.861 µg ; au pH 7, nous avons observé une stimulation de la croissance bactérienne au détriment de la production de sidérophores.

Pour la souche C7R12, nous avons observé une production de sidérophores moyenne, comparée à la souche D2. La production maximale de sidérophores a été de l’ordre de 0.48 µg au pH 7. Cette production a été accompagnée d’une faible croissance bactérienne (2.13 µg) comparée aux masses cellulaires produites.

Aux pH 6 et 8, la masse cellulaire produite a été de 2.32 µg pour une production totale de sidérophores de 0.3 µg. Ainsi, les résultats obtenus après 48 heures d’incubation, indiquent que pour la souche D2, le pH optimum de croissance et de production de sidérophores se situe respectivement aux 



alentour de 7 et 6, et que pour la souche C7R12 il se situe vers 8 et 7.( Figure. 3.25)





Figure. 3.26 : Production de sidérophores des deux souches de Psesudomonas putida D2 et P.fluorescens C7R12, sur milieu de culture minimum rhizobial "RM" en fonction du pH.

3.7. Rapport biomasse sidérophores

La comparaison entre les rapports de production en biomasse et en sidérophores, illustre un classement hiérarchique, selon les grandeurs des valeurs sans tenir compte des interactions biologiques (Tableau. 3.9). Dans c paramétrage, la prise en considération de la température et du pH reste à élucider pour mieux situer les origines des variations constatés. 

Ces rendements montrent que le plus grand rendement a été obtenu pour la souche Pseudomonas putida Y (x/s) dans le milieu de culture succinate mis en culture respectivement à température de 30°C et 25°C, et que le plus grand rendement pour la souche Pseudomonas fluorescens C7R12 Y (c/s) a été obtenu dans le milieu de culture RM mis en culture à pH 8, suivie directement par le milieu de culture Succinate mis en culture à une température de 20°C. 




Tableau. 3.2. Rapports de production de biomasse sur sidérophores dans les différents milieux de culture utilisés.



		Rangs

		Milieux de culture +(D2)

		Rapport

Y (X/S)



		

		

  Milieux de culture

(C7R12)

		Rapport

Y (C/S)





		1

		Succinate T 30°C

		7,25

		

		RM PH 8

		7,56



		2

		Succinate T 25°C

		5,12

		

		Succinate T 20°C

		6,27



		3

		RM T 30 °C

		5,00

		

		RM T 30 °C

		5,79



		4

		RM T 20 °C

		4,68

		

		Succinate T 25°C

		5,58



		5

		King B T 25°C

		4,63

		

		King B T 25°C

		4,89



		6

		RM PH 8

		4,61

		

		RM PH 6

		4,83



		7

		RM T 25 °C

		4,03

		

		Succinate T 30°C

		4,17



		8

		RM PH 7

		4,03

		

		RM T 25 °C

		4,12



		9

		Succinate T 20°C

		3,74

		

		RM PH 7

		4,12



		10

		King B T 20 °C

		3,73

		

		RM T 20 °C

		3,91



		11

		King B T 30°C 

		3,54

		

		King B T 30°C 

		3,82



		12

		RM PH 6

		2,45

		

		King B T 20 °C

		3,73







C7R12: Souche de Pseudomonas fluorescens ; D2: Souche de Pseudomonas putida Y: Rapport biomasse/sidérophores; X: Biomasse Pseudomonas putida D2; C: Biomasse Pseudomonas fluorescens C7R12; S: Sidérophores; T: Température; pH: Potentiel hydrogène



3.8. DISCUSSION



Pour l'effet de la température sur la croissance et la production de sidérophores les différences observés sont vraisemblablement liés au fait que le Succinate qui est considéré comme un substrat chromogénique favorisant la production de sidérophores, ait été a des niveaux différents efficacement métabolisé par les deux souches de Pseudomonas, pour la synthèse de sidérophores au détriment de la croissance bactérienne. Ainsi, le Succinate qui rentre dans la structuration des sidérophores (pyoverdine) où la fraction 3-amine du chromophore est substituée par différents groupements acyle dérivés du Succinate et du malate o α-ketoglutarate [207, 208].

Pour les effets du potentiel hydrogène sur la croissance et la production de sidérophores, le milieu RM contenant le glucose et l’urée qui sont des les premières heures de croissance préférentiellement métabolisés en tant que source de carbone et d’azote en les intégrant avec leurs dérivés dans les différents processus de biosynthèses. Néanmoins, la dégradation de ces molécules (organiques et inorganiques), induit une libération de protons hydrogénés et de radicaux actives en oxygène qui sont intrinsèquement néfastes et délétères pour les cellules bactériennes. Ces déchets métaboliques créent de manière passive les conditions nécessaires à l’acidification du milieu réactionnel qui voit son pH baisser de un a deux points et les sidérophores jusqu’a là produit dégradés vu leurs forte labilité a pH acide (ex : pyovérdines) [139]. Ces conditions astringentes induisent l’arrêt immédiat de la croissance bactérienne se traduisant par une première phase stationnaire suivie d’un courte période de latence qui permet aux bactéries en présence de s’adapter à leurs nouveau milieu en activant les voies de biosynthèse alternatives capables de synthétiser d'autres enzymes capables de métaboliser d’autres source de carbone.

Notons également, que dans le cas du milieu RM, l’extrait de levure qui est un mélange complexe de peptides, acides aminés, vitamines, bases azotées (puriques et pyrimidiques) et sels minéraux, contribue au rétablissement d’un pH normale voir légèrement alcalin qui favorise la conservation et la protection des sidérophores. [139]

En fin, pour les rapports (biomasse/sidérophores) les différents niveaux de rendements observés ont probablement eut pour origine la présence du Succinate et de la peptone dans le milieu de culture Succinate, ainsi que le glucose et l’extrait de levure qui rentrent dans la composition du milieu de culture RM. Qui induisent une meilleure croissance et un meilleur taux de production de sidérophores. Par rapport au milieu B de king [209].
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3.9. Effet du des microéléments additionnés à 6µg/l sur la production de biomasse et de sidérophores

Les résultats de l'addition des microéléments additionnées, montre que leurs nature influence la croissance bactérienne et la production de biomasse ainsi que l'expression synthétique des sidérophores (Figure. 3.26). Ces résultats indiquent différents niveaux de production de biomasse et de sidérophores, pour les quels nous observons différents schémas de réponse pour les deux souches bactériennes étudies, qui sont fonction des milieux de culture utilisés. Il est à souligner que chaque milieu est réceptif à une catégorie d'éléments minéraux, en termes de composition et de balance nutritionnelle.





Figure. 3.27. Effet des microéléments additionnés à 6µg/l sur la production de biomasse et de sidérophores pour les deux souches bactériennes étudiés.



Les résultats de la régression ordinale modélisant les effets des différents microéléments, constituant les milieux de culture utilisés dans notre expérimentation, sur la croissance et la production de biomasse et de sidérophores ont montré des résultats hautement significatifs pour les deux souches étudiés avec des tests d’ajustement et des coefficients de pseudo corrélation de cox et snell expliquant 99% de l’interaction existante entre les différentes facteurs étudiés (Tableaux. 3.10 ; 3.11 ; 3.12).

Tableaux. 3.3; 3.4. Qualité d’ajustement et coefficients de pseudo- corrélation R2 du modèle.

		Tableau. 3.3.  

		Tableau. 3.4. 



				Modèle

		-2log-vraisemblance

		Chi-Square

		ddl

		Sig.



		Seulement la constante

		59,638

		

		

		



		Final

		0,000

		59,638

		11

		0,000



		Fonction de liaison : Logit.







				



		Cox et Snell

		0,993



		Nagelkerke

		1,000



		McFadden

		1,000



		

Fonction de liaison : Logit.













Tableau 3.5. Estimation de la signification des différents micros éléments constitutifs des milieux de culture étudiés.

		Eléments minéraux 6µm

		Estimation

		Erreur std.

		Wald

		ddl

		Sig.

		IC 95 %



		

		

		

		

		

		

		Borne inférieure

		Borne supérieure



		

		[Cu So4 +C7R12]

		32,617

		16,09

		4,109

		1

		0,043

		1,081

		64,153



		

		[Cu So4 + PP]

		24,614

		10,12

		5,912

		1

		0,015

		4,774

		44,454



		

		[EDTA + PP]

		19,477

		8,644

		5,077

		1

		0,024

		2,534

		36,420



		

		[EDTA + C7R12]

		3,779

		4,090

		0,854

		1

		0,355

		-4,237

		11,794



		

		[Fe So4 + EDTA + C7R12]

		-13,314

		7,925

		2,822

		1

		0,093

		-28,847

		2,219



		

		[Fe So4 + EDTA + PP]

		-21,317

		14,80

		2,073

		1

		0,150

		-50,337

		7,703



		

		[Fe So4 + C7R12]

		7,521

		5,453

		1,903

		1

		0,168

		-3,166

		18,209



		

		[Fe So4 + PP]

		15,215

		7,574

		4,035

		1

		0,045

		,370

		30,060



		

		[Mg Cl 2 + PP]

		-3,915

		4,210

		0,865

		1

		0,352

		-12,167

		4,336



		

		[Mg Cl2 + C7R12]

		11,300

		6,559

		2,968

		1

		0,085

		-1,555

		24,155



		

		[Zn + C7R12]

		-8,177

		5,922

		1,907

		1

		0,167

		-19,783

		3,429



		

		

		

		

		

		

		

		

		



		Fonction de liaison : Logit.



		





3.10.	Production de biomasse et de sidérophores par les souches D2 et C7R12

Les résultats obtenus pour la production de sidérophores en fonction de la croissance et de la quantité de biomasse produite par la souche D2, montrent l’existence d’un faible coefficient de corrélation au seuil de signification de 5%.

Les coefficients de corrélations d’ordre zéro, sont hautement significatifs et montrent des niveaux de corrélation négatif pour les interactions liant le niveau de croissance et la quantité de sidérophores produite, (- 0.91). Ceci indique l’existence d’une forte relation négative entre les deux variables explicatives ; 

Au contraire non significatives pour l’interaction liant la production de biomasse et de sidérophores (- 0.28 et - 0.14), Ceci indique une faible relation entre les deux variables qui suggère la possibilité d’existence d’une relation non linéaire (Tableau 3.13).

Tableau. 3.6. Corrélations simple et partielle du niveau de croissance en fonction de la production de sidérophores et de biomasse pour la souche D2.

		Corrélations



		Variables de contrôle

		biomasse

		sidérophore

		do600



		-aucun-a

		biomasse

		Corrélation

		1,000

		-0,284

		0,250



		

		

		Signification (bilatérale)

		.

		0,128

		0,183



		

		

		ddl

		0

		28

		28



		

		sidérophore

		 Corrélation

		-0,284

		1,000

		-0,914



		

		

		Signification (bilatérale)

		0,128

		.

		0,000



		

		

		ddl

		28

		0

		28



		

		do600

		Corrélation

		0,250

		-0,914

		1,000



		

		

		Signification (bilatérale)

		0,183

		0,000

		.



		

		

		ddl

		28

		28

		0



		Do600

		biomasse

		Corrélation

		1,000

		-0,142

		



		

		

		Signification (bilatérale)

		.

		0,463

		



		

		

		ddl

		0

		27

		



		

		sidérophore

		Corrélation

		-0,142

		1,000

		



		

		

		Signification (bilatérale)

		0,463

		.

		



		

		

		ddl

		27

		0

		



		a. Les cellules contiennent des corrélations simples (Pearson).







La réalisation d’une régression d’ajustement de fonction liant la production de sidérophores au taux de croissance et a la quantité é de biomasse produite, après 48h de croissance, a montré l’existence de relations significatives au seuil de signification de 5% (Appendice (C) C,Tableaux. 9, [A1, A2]).

Ainsi, les meilleurs coefficients de détermination rendant compte de la variabilité globale, ont été prédits par des fonctions cubiques pour les deux paires d’interaction avec des coefficients de détermination de l’ordre de 0.83 et 0.69 (Figure. 3.27).



Figure. 3.28.  Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et cubique de l’interaction liant la quantité de Biomasse et de sidérophores produit par la souche Pseudomonas putida D2.

Pour la souche C7R12, nous avons observé, la présence de coefficients de corrélation négatifs pour l’ensemble des paires avec des niveaux de significations très hautement significatives pour l’interaction entre la biomasse et la quantité de sidérophores produit. Un niveau de signification bas pour l’interaction entre niveau de croissance et la production de biomasse a été souligné.

La corrélation du premier ordre de la biomasse et de la quantité de sidérophores produits, en fonction du niveau de croissance, a montré une corrélation très hautement significative au seuil de signification de 5%, avec un coefficient de corrélation négatif (- 0.85) synonyme d'une forte liaison entre ces variables étudiées (Tableau. 3.14).

Tableau. 3.7. Corrélations simple et partielle du niveau de croissance en fonction de la production de sidérophores et de biomasse pour la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.

		Corrélations



		Variables de contrôle

		Biomasse

		Sidérophore

		Do600



		-aucun-a

		Biomasse

		Corrélation

		1,000

		-0,621

		-0,257



		

		

		Signification (bilatérale)

		.

		0,000

		0,163



		

		

		Ddl

		0

		29

		29



		

		Sidérophore

		Corrélation

		-0,621

		1,000

		0,877



		

		

		Signification (bilatérale)

		0,000

		.

		0,000



		

		

		Ddl

		29

		0

		29



		

		Do600

		Corrélation

		-0,257

		0,877

		1,000



		

		

		Signification (bilatérale)

		0,163

		0,000

		.



		

		

		Ddl

		29

		29

		0



		Do600

		Biomasse

		Corrélation

		1,000

		-0,852

		



		

		

		Signification (bilatérale)

		.

		0,000

		



		

		

		Ddl

		0

		28

		



		

		Sidérophore

		Corrélation

		-0,852

		1,000

		



		

		

		Signification (bilatérale)

		0,000

		.

		



		

		

		Ddl

		28

		0

		



		a. Les cellules contiennent des corrélations simples (Pearson).





Les tests de régression d’ajustement de fonction ont montré que les meilleurs équations d’ajustements de la distribution des résultats de la production de sidérophores en fonction du niveau de croissance et de biomasse produite suivait un modèle exponentielle et cubique très hautement significatif au seuil de signification de 5% (Appendice (C) C, Tableaux. 10 ; 11). Cette situation explique le plus de variation avec des coefficients de corrélation et de détermination respectif de (R = 0.62 ; R2 = 0.38. R = 0.91 ; R2 = 0.83) (Figure. 3.28, 3.29).







Figure. 3.29 : Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et exponentielle de l’interaction liant le niveau de croissance bactérienne a la quantité de sidérophores produit par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.



Figure. 3.30 : Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et cubique de l’interaction liant le niveau de croissance et la quantité de Biomasse produit par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.


Pour l’interaction entre la biomasse produite et la quantité de sidérophores, l’équation linéaire est hautement significative et rend compte de plus d’un tiers de la variance. Cependant, le modèle quadratique a montré une meilleure estimation des réalisations obtenus avec un coefficient de corrélation et de détermination de l’ordre de (R = 0.75, R2 = 0.56) (Figure. 3.30).



Figure. 3.31 : Courbes d’ajustement de la fonction linéaire et quadratique de l’interaction liant la quantité de Biomasse et de sidérophores produit par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.



3.11.  DISCUSSION 

La biosynthèse de sidérophores est dépendante de la biodisponibilité du fer dans le milieu et non pas par la croissance bactérienne. Ainsi, la présence d’autres métaux tel que le Cu, Cr, Cd, Ni, et Al n’interférent en aucun cas sur leurs processus de biosynthèse [8,9]. Cependant, les sidérophores forment des complexes forts et sélectifs avec le Fe, Cu, Al, Ga, et Cr [210]

Les sidérophores qui sont des chélateurs sélectifs du fer, sont secrètes sous conditions de stress sous l’effet de différents facteurs environnementaux, ainsi, les milieux de culture qui ont produit le plus de sidéropohores sont les milieux de culture RM supplémentes de sulfate de cuivre et d’EDTA pour la souche D2 suivi par les milieux additionnées de sulfate de fer qui ont eu en moyenne le même niveau de production de biomasse que la souche C7R12 mise en culture en présence d’EDTA et de zinc avec une moyenne de produit « Sidérophores» de 0.5 µg. Cette quantité de sidérophores produite sans agitation des tubes à essai de faible contenance utilisés lors de notre expérimentation, est proportionnellement faible comparé aux niveaux de production atteint dans d'autres études utilisant d'autres souches de Pseudomonas spp. fluorescentes cultivés dans des flacons d'agitation d'1l de contenance, où des nivaux de production élevé ont été atteint avec des taux de production variant respectivement entre 0.08 et 0.4 g/l [211, 212]. Notons en fin, que le taux de production moyen obtenu dans notre expérimentation est égal à celui obtenu dans un essai de production mené par Silva et al [213], sur une souche de Pseudomonas fluorescens cultivé dans un bioréacteur de 50 l de contenance.

Pour l’interaction entre le niveau de croissance et les différents constituants des milieux de culture, il a été montré que Fe So4 et Cu So4 avaient un effet significatif sur le niveau de croissance de la souche Pseudomonas putida D2. L’ajout du complexe, [(EDTA + FeSo4), Zinc] ; et Mg So4, avait respectivement des effets significatifs sur la production de la biomasse bactérienne avec les deux souches C7R12 et D2 (Tableau. 3.9).

Pour la production de sidérophores, il a été révélé que l’addition de CuSo4, Fe SO4, et d'EDTA induisait un effet sur la production de sidérophores 

chez la souche D2, alors que le CuSo4 influençait celle de la souche C7R12 (Tableau. 3.9). Ainsi, nous observons que les productions de biomasse et de sidérophores sont inversement proportionnelles et que selon Meyer et Abdallah [212]. La quantité de pigments synthétisés par unité de masse cellulaire était inversement proportionnelle à la concentration des facteurs limitant de la croissance. Dans ce cas, la situation peut être considérée comme étant les différents microéléments qui n’ont eu aucune action significative sur la croissance et la production de biomasse et de sidérophores chez les deux souches bactériennes. Les minéraux cités ci dessus conditionnent l’intégrité des membranes cellulaires et la stabilité génétique des inoculas et sont essentiels pour la croissance bactérienne. Ils ont une action en qualité de déterminants majeurs et/ou catalyseur de la synthèse de plus de 300 enzymes et autres protéines [20 ; 140]. 

Chez les Pseudomonas, ces minéraux répriment ou stimulent la synthèse des antibiotiques, agissent sur la transcription et la promotion des gènes biosynthétiques, et peuvent indirectement affecter la biodisponibilité des éléments minéraux essentiels et la régulation du pH [210, 188, 214].

Le fer est un élément essentiel pour les bactéries en raison de sa participation dans le cycle de Krebs, le transport des électrons, des acides aminés la biosynthèse des pyrimidines, la synthèse de l'ADN, et d'autres fonctions essentiel [215]. L'absorption du fer doit également être réglementée en raison de son effet létal par la réaction de Fenton [216]. Deux études ont montré que la production de phytotoxines, syringomycine et syringotoxine par P. syringae était réceptive à la supplémentassions en fer [217, 218]. Bien que le fer soit le quatrième élément le plus abondant dans la croûte terrestre, sa disponibilité est très faible en raison de sa faible solubilité en solution aqueuse ([Fe3 +] à pH 7, 10-18 µM) [219].

Le fer et le zinc qui sont tout deux des stimulateurs de la production d’une grande variété de métabolites antifongiques (zwittermycin A, kanosamine, phénazine, et cyanide) ; ont également un rôle dans la synthèse et la répression de la production sidérophores. Ainsi, contrairement au fer, le zinc 





stimule la production de sidérophores en cas de carence en fer, les sidérophores produits auront, par la suite des effets significatifs sur les interactions biochimiques, survenant en cas de rétablissement des concentrations normale en fer dans l’environnement [6]. Comme indique précédemment, la production de sidérophores est négativement corrélée avec la croissance bactérienne. Ainsi, dans les milieux de culture amendés en fer, nous observons une baisse de la production de sidérophore à la faveur de la croissance, quand au contraire nous observons l’effet inverse dans des milieux de culture pauvres en fer. Cet état indique que la production de sidérophores est régulée par la biodisponibilité du fer dans l’environnement [220, 221, 222].

D’autres éléments minéraux inorganiques tel que le phosphate K2HPO4, n’ont démontré aucun effet sur la production de sidérophores ; mais, en revanche, ont montré une action sur la répression de la production de certains antibiotiques tels que la PHL et la PLT produites par la souche CHA0. Cet information peut être utile pour la modulation de la production de métabolites antimicrobiennes durant la phase de croissance, pour améliorer la qualité des inoculas produits et éviter les problèmes éventuels de phytotoxicité, lorsque au même moment nous pouvons avoir une augmentation de la croissance bactérienne [6, 10, 71]. D’un autre coté, l’augmentation de la concentration des antibiotiques et la stimulation de la synthèse des sidérophores in vitro, par la régulation de la concentration des milieux de culture en fer et/ou EDTA, zinc et autres éléments minéraux indispensables; peut procurer une protection précoce et quasiment instantanée lors de leurs inoculation vis avis des pathogènes à croissance  rapide (Pythium ou Goenamomyces), qui ont tendance à occuper l’espace rhizosphérique très rapidement. 

La présence du CuSo4 n’interfère pas avec la production de sidérophores en cas de conditions de carence en fer. L’addition du CuSo4 aux milieux de culture induit une baisse de l’absorbance a 400nm du fait de la réduction des sidérophores libres et la formation du complexe cuivre-sidérophore. Ce dernier à un rôle important dans la nutrition sous conditions de carences en cuivre dans le milieu.



CHAPITRE 4

DISCUSSION GENERALE



Devant le problème de la pollution des écosystèmes terrestre et l'exploitation massive des sols agricoles arables, il apparait clairement que l'utilisation excessive des molécules chimiques dans la fertilisation et la protection des cultures soit aujourd'hui considérée comme une menace sérieuse pour l'environnement et la santé humaine et animale. Ainsi, depuis prés d'un demi-siècle un intérêt grandissant s'est porté sur l'exploitation des ressources microbiennes bénéfiques qui semblent offrir des avantages considérables dans le domaine de la phytostimulation et la bioprotection des cultures.

[bookmark: mahdia]Les Pseudomonas spp fluoescentes appartenant au groupe des rhizobactéries bénéfiques du sol, connaissent actuellement un intérêt grandissant du fait de leurs polyvalences nutritionnelles et de leurs grandes compétitivités dans les sols [91, 92]. D'énormes progrès dans la compréhension des processus régissant la colonisation des racines et de caractérisation des facteurs biotiques et abiotiques affectant la colonisation et la compétence de ces souches ont été obtenus au cours des 30 dernières années. Divers mécanismes de suppression des maladies telluriques ont été élucidés et de nombreuses associations entre différents agents de lutte ont été testées afin de satisfaire aux exigences d'une agriculture durable menée sous serre ou en plein champ [223].

Les résultats obtenus au terme des essais de la compétence rhisophérique menés avec deux souches de Pseudomonas, montrent un haut potentiel de colonisation rhizosphérique. Ainsi, nous avons obtenu des niveaux de colonisation de l’ordre de 1013 CFU / g de sol, seuil largement supérieur à l’inoculum initial. Ces résultats sont encourageants et constituent une première étape dans le processus de sélection des souches à haut potentiel colonisateur, pré requis pour une bonne compétence rhizospherique. 



La capacité des Pseudomonas à croitre et à produire des métabolites secondaires qui solubilisent plusieurs éléments minéraux, tels que le fer, le phosphore et le manganèse, via l'action d'agents chélateurs sous conditions stressantes de faible teneur en fer, est dû à la synthèse de sidérophores qui s'attachent préférentiellement au fer. Ces métabolites sont considérés comme étant les déterminants majeurs qui confèrent l'aptitude d'une colonisation intense des racines et des sols.

La synthèse de ces métabolites est dépendante de plusieurs facteurs qui peuvent varier en intensité et en significativité selon que l'on soit dans la phase de recherche ou de production à grande échelle, ainsi pour réussir dans le processus de formulation d'inoculum destinés à d'éventuels utilisations agronomiques, il est nécessaire de prévoir une modification d'échelle (scale up) qui peut varier selon le procédé, matériel biologique utilisé, et volume de production envisagés. 

Le développement de mesures de contrôle et de régulation des échanges thermodynamiques survenant lors du processus de production est d'une importance capitale car il permet d'obtenir des données concrètes sur les paramètres physiques (température, pression, viscosité, taux de flux d'air, ajout de substrat, turbidité), chimiques (pH, O2 dissout, O2 et Co2 rejetés, concentration en substrat, ions et produit),  et biologiques (activité enzymatique, teneur en ATP, NADH et Protéines influant la production de mousse), ayant des actions sur la production de ces métabolites secondaires [204].

Etant donné le grand nombre de facteurs à prendre en considération variant en fonction d'un paramètre ou plus, et étant donné la complexité des interactions inter et intra spécifiques, conditionnant les processus biologique (compétence rhizospherique et formulation de molécules et d'agents de biocontrol), il est nécessaire de développer des modèles mathématiques qui diminuent de la complexité des problèmes posés aux praticiens et aux chercheurs, en simplifiant les problèmes et les modèles existant, en imposant 




des contraintes aux modèles sur la base de suppositions et de postulas bien définis. 

Ces modifications peuvent déboucher sur des différences significatives comparées aux résultats obtenus en solutionnant les modèles originaux. Ces incohérences de prédiction vis-à-vis des résultats obtenu à l'issu de l'application de l'approche réaliste, est fonction de la pertinence de la technique d'optimisation utilisé et de l'efficacité de l'approche adoptée, qui varie selon la catégorie du problème à résoudre ou à modéliser.

De nos jours la modélisation revêt une importance capitale, en raison de sa contribution effective dans les processus de prise de décision, statuant sur des problèmes biotechnologiques multidimensionnels comportant plusieurs optima adaptés et spécifiques selon la complexité et la nature des paramètres biologiques à étudier.

Ainsi après avoir utilisé des méthodes d'analyse conventionnelles de type statistiques ou stochastiques, voir quelques modèles mathématiques (Programmation Linéaire, programmation non linéaire, modèles multi-objectif), qui se sont avérés incapables de fournir des représentations satisfaisantes des phénomènes biologiques et technologiques contemporains. Des techniques appartenant à une génération de modèles plus évolués basés sur des approches heuristiques, tell que les algorithmes génétiques et les algorithmes mimétiques dans le domaine biologique ont été développés [224]. 

Ces techniques sont plus appropriées pour rendre compte des problèmes d'optimisation à objectifs multimodal, liés à la croissance et la formulation des milieux de fermentation et autres essais de biosynthèse de métabolites secondaires (sidérophores, enzymes, antibiotiques). Contrairement aux premiers tests, ces derniers sont plus à même de fournir des réponses concrètes aux problèmes d'optimisation des rendements étant donné leurs grande capacité de prise en charge d'un nombre important de facteurs pouvant dans le cas de notre étude être représentés par les différents composés chimiques à effets significatifs sur la croissance et la synthèse de sidérophores, 




généralement dissociés et traités séparément par les modèles statistiques usuels [225].



À court terme, les méthodes technologiques d'investigation à haut débit existent déjà pour identifier directement [223]: 

(i) Les agents de biocontrôle actifs contre différents pathogènes cibles.
 

(ii) Sélectionner des souches ayant une affinité particulière pour des génotypes végétaux.



(iii) Développer et exploiter les sols naturellement suppressifs aux pathogènes telluriques.



(iv) La reconnaissance de l'impact du processus de production sur la qualité des produits de biocontrôle.



(v) Développement de méthodes d'identification à haut débit des facteurs influençant l'efficacité et la durée de vie.



(vi) L'ingérie des souches pour une plus grande efficacité et stabilité dans le sol. obtenu au terme du séquençage complet de la souche Pf-5 de P. fluorescens, qui a révélé l'existence d'une multitude de voies de biosynthèse et de métabolites à activité antifongiques qui jusqu'à la restait inconnues. 



(vii) 

CONCLUSION 





Les applications de souches de Pseudomonas fluorescens dans les différents essais réalisés dans ce travail, ont mis en évidence leurs potentialités de croissance et de maintient en microcosmes. Les taux de croissance ont atteint des seuils remarquables qui confirment le potentiel de biocontrôle des souches bactériennes étudiés, en interaction avec les différentes plantes herbacées testées.

La première partie de notre travail expérimental, relative à la mise en évidence de la compétence rhizosphérique des souches de Pseudomonas fluorescens, a révélé une interaction positive des souches (D2 et C7R12) avec les espèces végétales (tomate, Orge, blé et haricot), caractérisée par une nette évolution des populations bactériennes dans les différentes rhizosphères, estimée en moyenne à 1013CFU /g de sol. Un tel seuil de colonisation témoigne d’une bonne adaptation des souches bactériennes dans les rhizosphères de ces différents génotypes végétaux.

Les résultats de notre étude montrent que la réussite de la colonisation racinaire est liée à la souche bactérienne et non pas a son origine géographique ou au type de la plante hôte étudiée. Cependant, d’autres facteurs non contrôlés, a l'exemple de paramètres abiotiques pouvant avoir une influence sur la croissance et la survie des bactéries inoculés dans les rhizosphères des plantes cultivés, ou conditionnées en microcosmes.

Cette étude donne, un aperçu sur la probable diversité des mécanismes que possédant les deux souches de Pseudomonas fluorescens étudiés, qui sont dites compétentes dans leurs pouvoir de colonisation des racines, et suggèrent une possible utilisation de ces souches en tant qu’agents de lutte biologique, en raison de leurs stabilité et de leur fort taux de reproductibilité dans le sol.



Dans la deuxième partie de notre travail, des aspects de production de biomasse bactérienne en relation avec la synthèse de sidérophores, ont été traités de façon quantitative suivie d'une modélisation. A l'issu de cet expérimentation, il apparait que la croissance et la production de sidérophores, varie en fonction des souches bactériennes mises en culture sous différentes conditions de température et pH. Aussi, il apparait que certains éléments minéraux rentrant dans la constitution des différents milieux de culture (CuSo4, l’EDTA, FeSo4), ont des actions significatives sur le métabolisme des souches bactériennes étudiés.

Des corrélations négatives entre la production de biomasse et la production de sidérophores des deux souches D2 et C7R12, ont également été mis en évidence, Ainsi de meilleurs ajustements de fonction expliquant plus de 50% de la variance globale ont été avec des équations cubique et quadratique.

Pour la troisième partie de notre travail, la modélisation mathématique de plusieurs équations quantifiant (i) l’effet du substrat présent dans la solution du sol et la dynamique de croissance bactérienne sur microcosmes, et sur (ii) milieu de culture liquide. (iii) ainsi que la formation de produit « sidérophores » en fonction du temps, ont permis d’obtenir des prédictions des tailles des populations qui nous ont permis d’apporter certaines critiques, après qu’on les ait comparés à nos données expérimentales. Les équations testés, peuvent être utilisés comme outils permettant de simuler différents scenarios biologiques en faisant varier les différents paramètres constitutifs des équations, dans le but d'épargner du temps et d'éventuelles ressources matériel et humaines liés a la mise en place de dispositifs expérimentaux compliqués et superflus.

 Au terme de notre travail, nous signalons la nécessite d’étudier le potentiel de colonisation de toutes les souches dites rhizocompétentes afin d’identifier directement les agents de biocontrôle actif, compatibles avec des cultures ou des cultivars particuliers. Ainsi, l'étape de sélection est cruciale pour déterminer la vocation des souches candidates à d'éventuelles utilisations en 





lutte biologique ou en tant qu’agents et de phytostimulation ou de bioremédiation des toxiques accumulés dans l'environnement. 

De ce fait, il est nécessaire d’approfondir nos connaissances génétiques biochimiques et physiologiques, pour mieux comprendre les différentes interactions qui lient la plante aux microorganismes du sol, ainsi que l'effet que peuvent avoir les différents facteurs environnementaux sur le dialogue inter et intra communautaire, s'exprimant par le biais de l'atténuation « Quorum quenshing » et/ou de l’elicitation « Quorum sensing » des signaux moléculaires qui se répercutent directement sur  l'expression du métabolisme secondaire ( ex: synthèse d'antibiotiques et de sidérophores). [67, 105].

Notons en fin, que face au défit de l’incompétence de certaines souches de biocontrôle à efficacement coloniser certain milieux oligotrophes naturel et synthétiques. Il serait utile d'impliquer les firmes privés, dans le processus de (recherche – développement), afin d'élaborer et perfectionner les ressources biologiques existantes pour leurs conférer la capacité d'efficacement persister dans l'environnement et d'assurer une couverture phytosanitaire appréciable durant les différents saisons de culture. Aussi, le développement de nouveaux procédés technologiques et autres modèles prédictives de gestion et d'aide a la décision traitant du criblage des agents de lutte biologique, de la formulation, conditionnement, stockage et acheminement de ces produits, reste un enjeu majeur pour vulgariser l'utilisation de ces moyens de lutte auprès des agriculteurs, et ainsi réduire la part des molécules chimiques dans les différents programmes de lutte appliqués annuellement à travers le monde.



APPENDICE (A)



Tableau des caractéristiques physico chimiques du sol utilisé. [191].























APPENDICE (B)

Les milieux de culture





Milieu B de King (KB) King et al., [357]

Peptone (Difco)                   20 g

Glycerol (Prolabo)               15 ml

K2 Hpo4 (Sigma)                1,5 g

MgSO4 (Sigma)                  1,5 g

Agar (Sigma)                       15 g

Eau distillée                         1000 ml

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes à 120° C

Milieu de culture succinate

Agar                                    15.0g

Peptone                                5.0g

acide Succinique                 1.68g

MgSO4·7H2O                       1.0g

(NH4)2SO4                           1.0g

FeCl3·6H2O                          2.0mg

MnSO4·H2O                         2.0mg

pH 7.0 ± 0.2 a 25°C

Milieu de culture minimum rhizobium media "RM"

Glucose                                20 g

Extrait de levures                 10g

K2HPO4                                  4g

pH 7.0 ± 0.2 a 25°C.


APPENDICE (C)

Les tableaux des tests statistiques



Tableau. 1 : Test de la variance de la densité des populations en fonction des deux souches bactériennes utilisées.

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Moyenne des carrés

		F

		Signification



		Intergroupes

		,451

		1

		,451

		43,179

		,000



		Intra-groupes

		,209

		20

		,010

		

		



		Total

		,660

		21

		

		

		







Tableau. 2 : Statistiques descriptives des deux groupes homogènes 1 et 2 au seuil de signification de 5%. 



		

Tableau. 3 : ANOVA à 1 facteur pour l’interaction entre le genre végétale et la dendensité bactérienne finale. 

		ANOVA (І).



		

		Somme des carrés

		ddl

		Moyenne des carrés

		F

		Signification



		Intergroupes

		,136

		3

		,045

		1,560

		,234



		Intra-groupes

		,524

		18

		,029

		

		



		Total

		,660

		21

		

		

		





Seuil de signification = 5%.



		Tableau. 4 : ANOVA à 1 facteur pour l’interaction entre génotype végétale et densité bactérienne finale.

		ANOVA (l)



		

		Somme des carrés

		ddl

		Moyenne des carrés

		F

		Signification



		Inter groupes

		,185

		10

		,018

		,428

		,904



		Intra-groupes

		,475

		11

		,043

		

		



		Total

		,660

		21

		

		

		





Seuil de signification = 5%.





Tableau. 5 : Analyse de la variance des données prédites par un modèle linéaire en fonction du temps. 

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		70,361

		1

		70,361

		100,497

		,000



		Résidu

		30,106

		43

		,700

		

		



		Total

		100,467

		44

		

		

		



		La variable indépendante est le temps.







Tableau. 6 : Analyse de la variance des données prédites par le modèle quadratique en fonction du temps.

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		97,385

		2

		48,693

		663,592

		,000



		Résidu

		3,082

		42

		,073

		

		



		Total

		100,467

		44

		

		

		



		La variable indépendante est le temps.





Tableau.7 : Analyse de la variance des données prédites par le modèle suivant une modèle quadratique en fonction du temps.

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		28,104

		2

		14,052

		1761,510

		,000



		Résidu

		,359

		45

		,008

		

		



		Total

		28,463

		47

		

		

		



		La variable indépendante est le temps.







Tableau. 8 : Analyse de la variance des données prédites par le modèle suivant une modèle quadratique en fonction du temps.

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		4,876

		3

		1,625

		58651,728

		,000



		Résidu

		,001

		20

		,000

		

		



		Total

		4,877

		23

		

		

		



		La variable indépendante est le temps.





Tableau. 9 (A1) : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction cubique entre le niveau de croissance et de sidérophores produit par la souche Pseudomonas Putida.

		ANOVA (A1)



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		1,122

		2

		,561

		2163,343

		,000



		Résidu

		,007

		27

		,000

		

		



		Total

		1,129

		29

		

		

		



		La variable indépendante est do600.





Tableau : 9 (A2) : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction cubique entre la quantité de biomasse et de sidérophores produit par la souche Pseudomonas Putida.



		ANOVA (A2)



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		,033

		3

		,011

		15,738

		,000



		Résidu

		,015

		21

		,001

		

		



		Total

		,048

		24

		

		

		



		La variable indépendante est biomasse.













Tableau. 10 : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction exponentielle entre le niveau de croissance bactérienne et de sidérophores produit par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		7,606

		1

		7,606

		21,206

		,000



		Résidu

		12,195

		34

		,359

		

		



		Total

		19,801

		35

		

		

		



		La variable indépendante est Do600.





Tableau. 11 : Tableau de l’analyse de la variance pour l’interaction cubique liant le niveau de croissance et la quantité de Biomasse produit par la souche Pseudomonas fluorescens C7R12.

		ANOVA



		

		Somme des carrés

		ddl

		Carré moyen

		F

		Sig.



		Régression

		,444

		3

		,148

		54,701

		,000



		Résidu

		,087

		32

		,003

		

		



		Total

		,530

		35

		

		

		



		La variable indépendante est Do600.
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