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Résumé

Notre travail porte sur la production de composé a effet antibiotique de nature
volatile a savoir le cyanure d’hydrogene et la production et I’identification des molécules de
nature phénazinique par quelques souches de Pseudomonas spp fluorescents isolées de la
rhizosphere de quelques arbres pour une éventuelle utilisation comme des biopesticides a

effet antifongique et/ou antibiotique.

Nous avons testé la production des cyanures d’hydrogénes sur 21 souches de Pseudomonas

spp fluorescents parmi eux 19 souches (90,47%) ont montré une cyanogenese positive.

Le test d’antagonisme réalisé in vitro a montré que les souches de Pseudomonas ont un
effet antifongique plus élevées par rapport a leur effet antibactérien avec des diametres de
zones d’inhibition allant jusqu'a 3,9 cm enregistrés par la souche F48 vis-a-vis de
Colleosporium sp , comparativement avec les résultats enregistrés vis-a-vis des bactéries avec
un maximum de zone d’inhibition de 1,26 cm. Parmi ces souches antagonistes, trois souches
ont ét¢ sélectionné par le test de détection des souches productrice de phénazine a savoir PI9,

BB9 et F20.

L’effet de I’activité antimicrobienne a été réalisé sur différents milieux de culture (GN,
King B, ISP2, PDA) .Les résultats de notre étude nous ont permis de retenir le milieu King B

comme le milieu idéal pour la production de métabolite secondaire.

Les composés a effet antibiotiques phénaziniques produits ont été extraits par divers
solvants organiques et d’apres les résultats d’antibiographie contre des germes-cibles, les
extraits a ’acétate d’éthyle ont donné de meilleurs résultats par rapport aux dichlorométhane

et ’hexane.

Les analyses de ces composés a effet antibiotiques phénaziniques par la chromatographie
en couche mince (CCM) et la chromatographie liquide haute performance (HPLC) indiquent
que les deux souches PI9 et F20 sont productrices de I’acide phénazines-1-carboxylique

(PCA). La souche BB est suspectée productrice d’un autre composé phénazinique.
Les Mots Clés :

Pseudomonas spp. fluorescents, antagonisme in vitro, métabolite secondaire, les phénazines,

Biopesticide.



ABSTRACT

Our work focuses on the production of compound antibiotic effect of volatile nature
namely hydrogen cyanide and the production and identification of molecules phénazinique by
some strains of fluorescent Pseudomonas spp isolated from the rhizosphere of some trees for

a possible use as biopesticides antifungal effect and/or antibiotic.

We tested the production of hydrogen cyanide of 21 strains of fluorescent Pseudomonas

spp among them 19 strains (90, 47%) showed a positive cyanogenesis.

The antagonism test executed in vitro showed that Pseudomonas strains have a higher
antifungal effect relative to their antibacterial effect with diameters of inhibition zones up to
3, 9 cm recorded by the strain F48 against Colleosporium sp, compared with recorded results
against bacteria with a maximum inhibition of 1, 26 cm. Among this antagonistic strain, three

strains were selected by testing for producing phénazines namely P19, BB9 and F20.

The effect of the antimicrobial activity was performed on different culture media (GN,
King B, ISP2 and PDA). The results of our study allowed us to retain the King B medium as

ideal medium for the production of secondary metabolite.

The produced phenazinique compounds was extracted from various organic solvents, and
after the results of antibiographie against germs - targets, the extracts of ethyl acetate gave the

best results compared to dichloromethane and hexane.

The Analysis of these compounds of antibiotic phenazinique effect with thin layer
chromatography (CCM) and high performance liquid chromatography( HPLC) indicate that
both strains PI9 and F20 are productive of phenazine-1-carboxylic acid ( PCA). The BB9

strain is suspected to be productive of another phenazinique compound.

Key words: Pseudomonas ssp. fluorescents, antagonism in Vitro, secondary metabolite,

phenazines, biopesticide.
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Introduction

Depuis un siécle, le control des maladies des plantes s’est principalement effectué par
I’utilisation massive des pesticides qui s’aveérent toxiques non seulement pour les pathogenes,

les plantes mais aussi pour le consommateur (Weller et al., 2002).

L’attention aujourd’hui semble se porter sur 1’utilisation des biopesticides comme une
alternative plus viable que les pesticides chimiques .Les biopesticides désignent les pesticides
d’origine biologique ,c’est-a-dire des organismes vivants ou substances d’origine naturelle
synthétisée par ces derniers et plus généralement, tout produit de protection des plantes qui

n’est pas issu de la chimie (Rocherfort et al., 2006).

Les rhizobactéries du groupe PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ont été
utilisées pour lutter contre les maladies d’origine telluriques. Plusieurs études ont montré la
capacité des PGPR d’améliorer la croissance des plantes et d’intervenir dans le biocontrdle
des agents phytopathogenes telluriques (Lemanceau, 1992).Différentes especes de
Pseudomonas spp. fluorescents ont été rapportés a la fois comme PGPR (Plant Growth

Promoting Rhizobactéria) et comme souches de biocontrole (De Salmone et al., 2001) .

Les bactéries du genre Pseudomonas sont connues pour leur activité antagoniste envers
plusieurs phytopathogeénes (Haas et Défago, 2005).Elles exercent leur activité antagoniste au
moyen de différents mécanismes incluant I’antibiose. Chez les Pseudomonas, I’antibiose
implique plusieurs molécules antifongiques et/ou antibiotiques telles que la phénazine, la

pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le 2,4-diacétylphloroglucinol (Haas et Défago ,2005).

Les composés phénaziniques produites dans la rhizosphére des plantes contribuent a

’activité de contréle biologique (Mavrodi et al., 2001).

Dans ce sens que notre travaille a été orienté dans le but de mettre en évidence a partir

d’une collection de souches de Pseudomonas spp fluorescents :

e La production de composé a effet antibiotique de nature volatile a savoir le cyanure
d’hydrogene.

e laproduction et I’identification des molécules diffusibles de nature phénazinique.



I.1 Les biopesticides microbiens

Tout comme les autres agents de lutte biologique, les biopesticides microbiens sont
écologiquement beaucoup plus compatibles que les produit chimiques et ont une spécificité
accrue vis-a-vis des pathogeénes contre lesquels ils sont dirigés. IlIs sont par conséquence
moins dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore endogeéne qui exerce
une action bénéfique sur les plantes (Fravel, 2005 ; Thakore, 2006).Ces agents microbiens
sont utilisés a travers le monde dans les champs et dans les serres (Ji et al., 2006 ;Lee et
al.,2006 ;Minuto et al.,2006 ;Saravanakumar et al.,2007),pour combattre un grand nombre
de maladies causées par des pathogenes du sol (Paulitz et Bélanger,2001 ;Fravel,2005).

Le marché des pesticides synthétiques avait diminué au cours des 5 dernicres années grace
au développement des biopesticides et des récoltes génétiquement modifices. Les
biopesticides représentent 2,5% des ventes de produits phytosanitaires, alors qu’il était
seulement de 0,2% en 2000 (Thakore, 2006).Parmi les biopesticides microbiens, les produits

a base de bactéries représentent 74% du marché mondial (Figure 1).
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Figure 1 : Le marché mondial des biopesticides microbiens en 2005 (Thakore, 2006).

Les chercheurs travaillent a la mise au point de bactéries du sol colonisant les racines des

plantes (rhizobactéries), pour améliorer la croissance des végétaux en empéchant les effets

néfastes des agents pathogénes (exemple : champignon) (Boyetchko et Russel, 2009).



1.2 Généralités sur les rhizobactéries

I.2.1 Notion de la rhizosphere

La rhizosphére représente I’un des écosystémes les plus complexes de la planéte, presque
toutes les racines de la planéte devraient avoir une rhizosphere chimiquement, physiquement

et biologiquement uniques (Maheshwari, 2010).

Le terme rhizosphére (étymologiquement rhiza : racine, sphére : ce qui entoure) a été
propos¢é la premiére fois en 1904 par un chercheur Allemand (Hiltner) (Stengel et Gelin,

1998).

La rhizosphére est définie comme le volume de sol autour des racines vivantes, qui est
influencée par D’activité racinaire (Hinsinger et al., 2009).On distingue en générale le
rhizoplan qui est I’interface sol/ racine et le sol rhizospheérique qui est situé au voisinage
immédiat de la racine et soumis a son influence (Cleyet-Marel et Hinsinger, 2000) (Figure
2).
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Figure 2 : [llustration schématique de la rhizosphére (Vega, 2007).



les systemes racinaires modifient en effet leur environnement abiotique et biotique en
libérant dans la rhizosphére des composés de diverses natures qui servent de substrats
énergétiques aux communautés bactériennes (Bais et al., 2004), la libération de composés
organiques par les racines vivantes des plantes est dénommée rhizodéposition
(Nguyen,2003).L’exsudation racinaires fait partie du processus de la rhizodéposition (Badri

et Vivanco,2009).

Les exsudats racinaires riches en acides aminés, monosaccharides et des acides
organiques, constituent la principale source de nutriments, et le support dynamique de la
croissance et des activités de divers micro-organismes dans le voisinage des racines
(Gnanamanickam, 2007), la disponibilité des exsudats racinaires et leur acquisition par les
micro-organismes sont essentiel a la multiplication microbienne dans la rhizosphére

(Oksinska et al., 2011).

La rhizosphére des plantes est généralement occupée par les rhizobactéries délétéres
(DRB) qui peuvent inhiber la croissance des plantes, et les PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria) (Nehla et al., 1996).Elles s’adaptent a I’environnement rhizosphérique et sont

dénommeées rhizobactéries (Schroth et Hancock,1981).

Les rhizobactéries sont considérées comme des concurrents microbiens efficaces dans la

zone racinaire (Bakker et al., 2007).
1.2.2 Généralités sur Les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) sont un groupe de bactéries vivantes
libres qui colonisent la rhizosphére et permet la croissance des racines. (Gnanamanickam,
2007), Ils sont également nommé PHPR (Plant Health Promoting Rhizobacteria), ou NPR
(Nodule Promoting Rhizobacteria) (Hayat et al., 2010)

Les PGPR permettent la croissance et le développement des plantes directement et

indirectement par I’intermédiaire de plusieurs mécanismes (Hayet et al., 2010) (Figure 3).

Nombreuses PGPR ont ¢été identifiés comme agents de lutte biologique contre les agents
pathogénes des plantes, Pseudomonas spp, étant 1’un des principaux groupes concernés (De
Bruijn, 2013).
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Figure 3 : Les principaux mécanismes d’action des PGPR (Mattar, 1993)



Les PGPR peuvent étre divisés en deux groupes majeurs selon leur relation avec la

plante héte (Khan, 2005) :

1-Des rhizobactéries symbiotiques qui pourraient envahir I’intérieur des cellules (PGPR

intracellulaires : par exemple : les bactéries des nodules).

2-Des rhizobactéries non symbiotique qui restent a 1’extérieur des cellules des plantes (PGPR

extracellulaires : par exemple Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter ect).
1.2.3 Rhizobactéries bénéfiques non symbiotiques

Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition appartiennent a différents
genres et espéces dont les plus étudiées sont : Agrobacterium radiobacter, Azosprillum spp,
Bacillus spp, Pseudomonas spp (Lemanceau, 1992).Beaucoup de recherches se sont
concentrées sur ces deux derniers types de bactéries parce qu’ils sont des habitants communs
de la rhizosphére et possédent une grande activité dans le contrdle biologique de maladies
liées au sol. Ils ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques et ils sont faciles a

cultiver in vitro ou a manipuler au laboratoire (Raaijmakers et al ., 2002).

1.3 Les Pseudomonas spp fluorescents
1.2.1 Généralité

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des bactéries qui se caractérisent par un rapport
de bases azotées (C+G) allant de 58 a 70% (Palleroni, 1984).Ce sont des bacilles a gram
négatif typique, chimiohétérotrophes mobiles avec un flagelle polaire (Palleroni et al.,
1973).Elles peuvent se développer dans un milieu de base riche en éléments organiques ; a pH
neutre et a une température comprise entre 4 et 43 °C (Palleroni, 1984). Ces bactéries non

sporulantes sont aérobies obligatoires. (Bossis et al., 2000).

Les membres de ce groupe se caractérisent par leur aptitude a synthétiser en situation de
carence en fer, des sidérophores présentant un groupe chromatophore jaune-vert fluorescent

sous rayonnement ultraviolet (Latour et Lemanceau ,1997).

Pseudomonas fluorescents saprophytes sont ubiquitaires. Ils sont abondants dans divers

environnements, tels que les environnements aquatiques et terrestres (Delorme et al., 2002),et



sont le groupe le plus étudié dans le genre Pseudomonas (Shanmugam et al. ,2008).Les
espéces P.fluorescens, P.putida et P.chlororaphis se rencontrent dans divers biotopes a des

densités élevées (Benchabane, 2005).

P.fluorescens et P.putida produisent la pyoverdine ;P.fluorescens peut étre facilement
distingué de P.putida par sa croissance a +4C° et une gélatinase + ( Monteil et Harf-Monteil
2002).

L’efficacité de certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescent dans la protection
biologique des plantes vis-a-vis de divers agents phytopathogénes, notamment ceux d’origine
tellurique, a été démontrée dans de nombreux travaux (Lugtenberget al., 2001 ;Ran et

al.,2005).
1.3.2 Taxonomie

Selon Grimont (1998), le genre Pseudomonas est inclus dans :
-Régne : Bacteria
-Division : Proteobacteria
-Classe : Gammaproteobacteria
-Ordre : Pseudomonadales
-Famille : Pseudomonadaceae
-Genre : Pseudomonas

Le genre Pseudomonas appartient a la sous-classe de gamma-proteobacteria et comprend
principalement Pseudomonas fluorescents ainsi que quelques espéces non fluorescents

(Botelho et Mendonga, 2006).

Les Pseudomonas ont été regroupés en cinq groupes en fonction de la parenté de leurs
geénes ARNr (I, II, II1, IV, V) (Maheshwari., 2013).Actuellement, seuls les représentants de
I’ARNTr groupes 1, sont inclus dans le genre pseudomonas et jusqu’a maintenant 128 espéces
ont été valablement décrites pour ce genre, y compris les pseudomonas fluorescents (Hofte et

Altier, 2010).



Le groupe de Pseudomonas fluorescent représente :

1) Les especes phytopathogénes a cytochrome ¢ oxydase-positive, comme P. cichorii ,
P. marginalis et P. tolaasii, (Botelho et Mendonga ,2006).

2) Les non-phytopathogeénes, des souches non —nécrogénes, tels que P.fluorescens, P.
putida, P. chlororaphis, P. aureofaciens et P. aeruginosa espéce type, (Botelho et
Mendoncga ,2006).

3) Les Pseudomonas spp fluorescent phytopathogénes nécrogéne sans cytochrome c
oxydase : P. syringae et P .viridiflava (Botelho et Mendonca ,2006).

Les pseudomonas spp. fluorescents saprophytes renferment diverses espéces non
pathogenes a cytochrome oxydase c552 positive (Johnson et Palleroni, 1989).Ce groupe a
été représenté initialement par les espéces P.chlororaphis. P.fluorescens. P.putida et
P.aureofaciens (johnson et palleroni, 1989) ; cette derniére a été rattachée par la suite a

I’espece P.chlororaphis (Palleroni, 1984).

Les études des caractéres phénotypiques de P.fluorescens et de P.putida montre que ces
deux espéces présentent une grande variabilité dans leurs subdivisions en biovars et intra
biovars (sous-groupe) (Bossis et al ., 2000).P.fluorescens a été subdivisée en sept biotypes qui
ont été par la suite regroupés en cinq biovars (I a V) (Palleroni, 1984), P.putida est

subdivisée en deux biotypes A et B ou encore biovars A et B (Bossis et al., 2000).



1.4 Intérét de Pseudomonas spp fluorescent agro-écologique

Les méthodes de lutte contre les ravageurs et les maladies a l'aide des pesticides
chimiques peuvent étre trés efficaces, mais en méme temps peuvent endommager
I’environnement. En outre, l'utilisation répétée de ces produits chimiques encourage le
développement de la résistance des organismes cibles, et a un effet négatif sur les organismes

bénéfiques (Garcia et al., 2004).

L’incorporation des pesticides et d'insecticides nocifs comme des résidus présents dans
nos produits agricoles a atteint un taux alarmant (Maheshwari, 2013). Récemment le centre
d’intérét a changé vers des stratégies respectueuses de l'environnement pour contrdler les

pathogénes dévastatrices. (Maheshwari, 2013).

La lutte biologique par les bactéries rhizosphériques offre une alternative a l'utilisation de
pesticides (Mishra et Arora, 2012). Selon I’OILB, la lute biologique (en anglais: biological
control ou biocontrol) consiste a utiliser des organismes vivants pour prévenir ou réduire les
dégats causés par des ravageurs et agents phytopathogeénes (insectes, phanérogames,

champignons et bactéries) (Lepoivre, 2003).

Les bactéries antagonistes sont considérées comme agents de lutte biologique idéales
(Mishra et Arora, 2012).Pseudomonas fluorescents représentent un groupe important des
bactéries de la rhizosphére qui ont un potentiel antagoniste prometteur pour une utilisation
dans la lutte biologique contre les pathogénes telluriques fongiques. En raison de leur
catabolique polyvalence, leurs excellentes capacités de coloniser les racines et leur capacité de
produire une grande variété de métabolites antifongiques. Pseudomonas fluorescents ont regu
une attention particuliere. Ils sont particulierement adaptés a des applications comme agents
de lutte biologique en agriculture parce qu’ils: (Leeflang et al., 2002 ; Weller et al.,
2002 ;Salman,2010).

o Peuvent utiliser des composés a l'intérieur des exsudats racinaires comme des
nutriments.

e Sont abondamment présents dans les sols naturels, en particulier dans le systéme
racinaire des plantes, qui est révélatrice de leur potentiel adaptatif.

e Ont un taux de croissance relativement élevé par rapport a beaucoup d'autres bactéries

rhizosphériques.



e Elles assurent une protection efficace des plantes grace a leurs propriétés suppressives
de diverses maladies.
e Elles sont facilement manipulables par les techniques classiques de génétique et

modernes de biologie moléculaire.

De nombreuses études ont mis en évidence les aptitudes de souches de Pseudomonas spp.
fluorescent dans 1’amélioration de la croissance et la protection sanitaire des plantes (Meziane
et al.,2005 ;Ton et al.,2005).Ces rhizobactéries jouent aussi un role dans la préservation de
I’environnement par la dissimilation des nitrates et la dégradation des composés

xénobiotiques (Lemanceau,1992).

Parmi plusieurs agents de lutte biologique, Pseudomonas fluorescents sont équipées de
multiples mécanismes de lutte biologique contre les agents phytopathogenes

(Alagesaboopathi et Selvankumar ,2011).
1.5 Mécanismes d’action de Pseudomonas spp fluorescent

Les mécanismes par lesquels les agents de lutte biologique bactériens peuvent prodiguer
leur effet protecteur sont multiples et peuvent varier pour un microorganisme donné en
fonction du pathosystéme (couple hote végétal/pathogene) sur lequel il est appliqué

(Compant et al., 2005).

Pseudomonas spp et plus spécifiquement les souches de Pseudomonas fluorescents peut
supprimer les agents pathogeénes des plantes transmises par le sol par une variété de
mécanismes tels que la concurrence pour les ressources (par ex le fer, ¢léments nutritifs
fournis par les racines) (Costaa, 2006), la résistance systémique induite (Van Loon et al.,
1998),la production d’antibiotiques diffusibles (Haas et Défago, 2005; Raaijmakers et al.,
2002), et cyanure d’hydrogene (Van Loon, 2007) (Figure 4).
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Figure 4 : Interactions entre les Pseudomonas spp. fluorescents, les micro-organismes

phytopathogenes et les cellules racinaires (Jacques et al., 1993).

Selon Dowling et O’gara (1994) ; Parmer et Dadarwal (1999), les effets bénéfiques de
ces rhizobactéries sont liés a leur position stratégique a l’interface sol-racine et sont

conditionnés par des actions directes et/ou indirectes sur la plante (Figure 3).
I.5.1 Action directe

Il s’agit de la modification du métabolisme et de la physiologie de la plante, les
rhizobactéries secrétent des substances qui stimulent directement la croissance végétale

(Lifshitz et al., 1987) et améliorent la résistance des plantes (Ton et al.,2001) .
L.5.1.1 Stimulation de la croissance

Les rhizobactéries exercent un effet bénéfique sur la croissance végétale (Cohen et al.,
2005 ;Lidia et al.,2007 ; Sturz et Christie,2003). Les Pseudomonas spp fluorescents
contribuent a I’amélioration de I’alimentation minérale des plantes essentiellement pour le fer,

le phosphore, 1’azote et le manganése (Compant et al., 2005).

La réduction du manganése du sol par les Pseudomonas spp fluorescents pourrait
augmenter sa disponibilité et favoriser son assimilation par la plante (Weller et al., 2002).La

sécrétion d’acides organiques et de phosphatases facilitent la conversion de formes insolubles



de phosphore en formes disponibles pour les plantes (Richardson,2001).Les espéces de
Pseudomonas spp .fluorescents comme P.chlororaphis ,P.putida et P.aeruginosa ont été

identifiés comme rhizobactéries solubilisant le phosphate (Bano et Musarat,2003).

Les siderophores peuvent influencer directement 1’alimentation de la plante en fer
(Lemanceau, 1992).En effet, le fer ferrique chelaté par les siderophores peut étre assimilé

directement par le systéme racinaire (Benchabane, 2005).
1.5.1.2 Induction systémique de la résistance des plantes

La reconnaissance de certaines bactéries de la rhizosphére par la plante peut conduire a
une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d’une attaque par
un organisme pathogeéne (Van Loon, 2007).Cette « immunisation » de la plante est appelée

résistance systémique induite (ISR) (Jourdan et al., 2008).

Le phénomene d’induction de la résistance se traduit par une augmentation de la capacité
de se défendre contre un large spectre d’agents pathogeéne (fongiques, bactéries et viraux)
(Pieterse et al., 2002). Il a ét¢ démontré également que Pseudomonas spp. fluorescents
peuvent jouer le role d’¢liciteurs sur 1’activation des genes de défense des plantes (Soylu et
al., 2002) .

1.5.2 Action indirect

Elle concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la rhizosphere
(Kloepper et Schroth 1981). Les pseudomonas fluorescents produisent un grand nombre de
métabolites secondaires qui pourraient jouer un role dans I’effet antagoniste de ces micro-
organismes dans le sol. Ces agents inhibiteurs peuvent étre scindés en quatre groupes : les
antibiotiques, les siderophores, les enzymes et 1’acide cyanhydrique (HCN) (Jacques et al.,

1993).



1.4.2.1 La compétition trophique

La compétition consiste en « la consommation ou le controle de 1’acces a une ressource
comme les nutriments, I’espace ou tout autre facteur dont la disponibilité est limitée »
(Widden, 1994). Dans certains cas, les rhizobactéries a croissance rapide peuvent ¢liminer les
pathogenes fongiques par une compétition pour le carbone et les sources d’énergie (Kamilova

et al., 2005).

La compétition trophique instaurée par les Pseudomonas spp fluorescents porte
particulierement sur la compétition pour le fer (Loper et Buyer, 1991), par la synthése des

sidérophores et de protéines membranaires réceptrices (Dujiff et al., 1999) .

Les sidérophores ce sont des substances de faible poids moléculaire et servant de
transporteur de 1’ion ferrique Fe™ a Dintérieur de la cellule microbienne (Jacques et al.,

1993).

Les especes de Pseudomonas fluorescents ont un grand pouvoir de chélation du fer et
pourraient rendre 1’ion ferrique inaccessible aux autre microorganismes, elles peuvent aussi
reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d’autres souches, alors que ces dernieres
ne sont pas capables d’utiliser les sidérophores qu’elles produisent (Mercado-Blanco et

Bakker, 2007).

Les Pseudomonas spp. fluorescents produisent des siderophores appelés pyoverdines ou
pseudobactines (Lemanceau, 1992), Toutefois, certaines souches de Pseudomonas spp
produisent un autre sidérophore non fluorescent qui est la pyocheline avec une affinité

inférieure pour le fer (Mercado-Blanco et al., 2001).
1.5.2.2 L’antibiose

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Defago, 1993 ; De

Souza et al., 2003).

Les antibiotiques sont des métabolites microbiens bioactifs qui a faible concentration
inhibent la croissance ou I’activité métabolique d'autres micro-organismes. Les antibiotiques
naturels ont fait I’objet de la recherche intense pour les 70 derniéres années (Mavrodi et al.,

2011). 11 est généralement admis que dans les écosystémes terrestres, les antibiotiques



naturels s’accumulent en concentrations inhibitrices principalement dans des environnements

riches en éléments nutritifs (Mavrodi et al., 2011).

Les antibiotiques constituent un mécanisme efficace de lutte contre les agents
phytopathogenes d’autant que certaines de ces substances ont un large spectre d’action vis-a-

vis des champignons (Lepoivre, 2003).

La production d’antibiotiques par certains pseudomonas spp fluorescents est maintenant
reconnu comme un facteur important dans la capacité de lutte contre les maladies (Ossilivan
et Ogara, 1992) . De nombreux Pseudomonas fluorescents sont capables de produire
différents métabolites a activité antibiotique ou antifongique, tels que le 2-4
diacétylphloroglucinol (2,4-DAPG), la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, les phénazines, le HCN
et les butyro-lactones (Suty ,2010) (Tableau I).



Tableau I : Antibiotiques produits par les agents de biocontrdle bactériens

Antibiotique Espece/souche Référence
2.,4-diacétylphloroglucinol | Pseudomonas spp.

Q2-87 Vincent et al. (1991)

CHAO Keel et al. (1992)

Pf-5 Howell et Stipanovic (1979)

Q8rl-96 Raaijmakers et Weller (2001)
Phénazines Pseudomonas spp.

2-79RNj Weller (1983)

30-84 Pierson et Thomashow (1992)

PCL1391 Chin-A-Woeng et al.(1998)
Oomycine A Pseudomonas fluorescens Hv37a Gutterson et al. (1986)
Pyolutéorine P.fluorescens

Pf-5 Howell et Stipanovic (1979)

CHAO Keel et al.(1992)
Pyrrolnitrine P.fluorescens BL915 Ligon et al.(2000)

Burkholderia cepacia B37w Burkhead et al.(1994)
Viscosinamide P.fluorescens DR54 Nielsen et al. (1999)
Butyrolactones Pseudomonas aureofaciens 63-28 Gamard et al. (1997)

(Raaijmakers et al.,2002)




Les premiéres molécules antibiotiques a avoir été isolées d'une souche (Pf-5) de P.
fluorescens et identifiées sont la pyrrolnitrine en 1979 (Howell et Stipanovic, 1979), puis la
pyolutéorine (Howell et Stipanovic, 1980). Par la suite, d'autres composés ont été isolés
comme la phénazine (Thomashow et Weller, 1988), le DAPG (Vincent et al., 1991), la
pyocyanine et la viscosamide (Nielsen et al., 1999) (Figure 5).
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Figure 5 : Les composés antibiotiques produits par les Pseudomonas fluorescents (Haas et
Défago, 2005).




e Régulation de la production des antibiotiques par le genre Pseudomonas

Récemment, le complexe de régulation de ces génes a été en partie élucidé. Ce complexe,
nommé GacS/GacA, est impliqué dans le phénoméne de QS (Quorum Sensing). Ce complexe
est trés conservé au sein des Pseudomonas et on retrouve des systémes analogues chez
d'autres espéces comme Erwinia carotovora, Vibrio harveyi et Vibrio cholerae (Bejerano-
Sagie et Xavier, 2007). Chez les P. fluorescens, le récepteur membranaire GacS
s'autophosphoryle a la réception d'un signal. La phosphorylation est transmise a la protéine
GacA qui va activer la transcription d'ARNs Rsm Z, X, Y. Ces ARNs vont réprimer les
répresseurs Rsm E et A des genes de voies de biosynthése des molécules antibiotiques et

antifongiques (Figure 6).
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Figure 6 : Complexe de régulation GacS/GacA chez les Pseudomonas fluorescens (Bejerano-
Sagie et Xavier, 2007).

Les composés antimicrobiens clefs chez les Pseudomonas spp fluorescents sont les

phénazines (Shanahan et al., 1992).



1.6 Phénazines

Les propriétés des antibiotiques sont connues depuis plus de 150 ans, mais les progres au
cours des deux derniéres décennies ont fourni de nouvelles données importantes sur la
génétique, la biochimie et la régulation de la synthése des phénazines, ainsi que le mode
d'action et le réle fonctionnel de ces composés dans les nouvelles connaissances de

I’environnement (Mavrodi et al., 2006).
1.6.1 Structure

Les phénazines représentent une vaste famille de molécules hétérocycliques azotées
fortement pigmentées et capables d’une action antibiotique a large spectre (Delaney et al.
,2001 ; Chin-A-Woeng et al ., 2003 ; Mavrodi et al .,1998). L’aptitude a les produire est

limitée aux bactéries (Mavrodi et al., 2010).

Les phénazines sont synthétisés par un nombre limité de genres bactériens, y compris
Pseudomonas, Burkholderia, Brevibacterium et Streptomyces (Mavrodi et al., 1998).La
capacité de produire les phénazines est bien documentée dans trois especes de pseudomonas
vivant dans le sol: P.fluorescens ,P.chlororaphis et P.aureofaciens (actuellement classé
comme P.chlororaphis) et le pathogéne opportuniste humain et animale P.aeruginosa
(Rehm,2008).

Les phénazines ont des spectres d'absorption caractéristique avec deux pics dans la plage
des UV et au moins un pic dans la plage du visible qui détermine les couleurs (Mavrodi et
al., 2010 ).Ces phénazines sont Produite a la fin de la phase exponentielle et stationnaire

(Delaney et al., 2001).

Plus de 50 phénazines sont présentement connues, toutes ayant le méme noyau
hétérocyclique, et certaines souches peuvent produire jusqu’a 10 dérivés différents en méme

temps (Gross et Loper ,2009).



1.6.2 Biosynthéses

La biosynthese de ces composés semble débuter avec 1’acide shikimique duquel est tiré le
chorismate qui sera transformé en acide 2,3-dihydro-3-oxo anthranillique. Ce dernier pourra
alors se dimériser pour former le premier composé de la famille, soit ’acide phénazine-1-
carboxylique (PCA). C’est a partir du PCA que seront dérivées les autres molécules comme la
pyocyanine, la phénazine-1-carboxamide (PCN) et I’hydroxyphénazine (OH-PCA) (Chin-A-
Woeng et al., 2003) .

L’acide phenazinel-carboxylique (PCA) est I’'un des principaux substances antifongiques
(Li et al. ,2010), a été rapporté chez les Pseudomonas spp. fluorescents, comme P.
fluorescens (Gurusiddaiah et al., 1986), P. chlororaphis (Pierson et Thamashow, 1992) et
P. aeruginosa (Anjaiah et al., 1998). L’efficacité de la PCA a ét¢ démontré contre un nombre
de champignons phytopathogénes comme Gaeumannomyces graminis var. tritici, Pythium
sp., Polyporus sp., Rhizoctonia solani, et les bactéries pathogénes comme Actinomyces

viscosus, Bacillus subtilis, Erwinia amylovora (Thomashow et al., 1990).

La phénazine-1-carboxamide (PCN), a aussi été rapportée chez les Pseudomonas spp.
fluorescents, tel que P. aeruginosa et P. chlororaphis (Mavrodi et al., 2001).La PCN différe
du PCA par la présence du groupement carboxamide (CONH) au lieu du groupement

hydroxyle sur le carbone 1 du noyau phénazine (Chin-A-Woeng et al., 1998).

La pyocyanine (5-N-methyl-1-hydroxyphenazine) est un facteur de pathogénicité produit
par P.aeruginosa (Gross et Loper ,2009), Cette phénazine de couleur bleue est toxique pour

une large gamme de bactéries et champignons (Hassan et Fridovich, 1980).

La voie de biosynthése de base est hautement conservée dans Pseudomonasspp
fluorescent, mais différe sensiblement de celle des autres genres bactériens producteurs de

phénazine (Mavrodi et al., 2001 ).

Les conditions de croissance peuvent aussi influencer sur le nombre et les types de

phénazines synthétisé par une souche individuelle (Mavrodi et al., 1998).



1.5.3 Role et mode d’action des phénazines

Dans le sol, les phénazines peuvent favoriser la réduction minérale microbienne et
peuvent fonctionner comme des navettes électroniques, en facilitant 1’accés des bactéries et
des plantes au fer et aux nutriments tels que le phosphate, oligo-¢léments et de composés

organiques associés aux phases minérales (Mavrodi et al. ,2010).

Ces hétérocycles expriment un large spectre d’activité sur les bactéries et les champignons
(Smirnov et Kiprianova, 1990). Les phénazines jouent aussi un réle dans la compétition
rhizosphérique, incluant la survie et la compétence des bactéries productrices (Mazzola et

al., 1992).

L’implication des phénazines dans la compétition écologique se traduit également par une
action directe sur le biocontrdle des pathogénes racinaires fongiques (Cook et al., 1995).

Le spectre d’action étonnamment large des phénazines, ainsi que le mécanisme de cette
action au niveau cellulaire ne sont pas a ce jour bien compris. On peut cependant croire, en se
référant a la structure de ces molécules, que suite a leur diffusion a travers la membrane de la
cellule cible, elles pourraient agir comme accepteur d’électron et court-circuiter la chaine
respiratoire. Cette interférence dans le transport normal des électrons aurait pour effet de
produire une grande quantité de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et d’ions superoxyde O, La
quantit¢ de ces deux molécules cytotoxique serait alors suffisante pour surcharger la
superoxide dismutase et mener directement a la mort de la cellule (Delaney et al., 2001). La
bactérie productrice est protégée de I’effet de ces molécules par Iactivité tres élevée de la

superoxyde dismutase (Chin-A-Woeng et al., 2003) .

En présence de pyochéline chargée en ions ferreux, les phénazines catalysent la formation
des radicaux libre, qui endommagent les lipides et autres macromolécules (Haas et Défago,

2005).



Notre travail consiste a la contribution de la production de composés a effet
antibiotiques de nature phénazinique par quelques souches de Pseudomonas spp fluorescents,

a été réalisé au niveau de :

» Laboratoire de fin d’¢tude de biologie, d’agronomie, de chimie organique a
I’universit¢ SAAD DAHLEB de Blida

» Laboratoires de microbiologie, physicochimie du groupe pharmaceutique
ANTIBIOTICAL SAIDAL de Médéa.

» Laboratoire de I’EPH de Boufarik et laboratoire d’hygiéne de Blida.

Durant une période allant du mois d’ Avril jusqu’au mois de Novembre 2013.

11.1 Matériel

I1.1.1 Matériel biologique
I1.1.1.1 Les souches de Pseudomonas spp fluorescents

Des travaux antérieurs ont permis d’isoler 21 souches bactériennes issues de la rhizosphére
de quelque arbre présentant les caractéristiques morphologiques et biochimiques des

Pseudomonas spp fluorescents. (Tableau II).



Tableau II: Origine des souches de Pseudomonas spp fluorescents

Les souches Origine La
de géographique | rhizosphére
Pseudomonas de la plante
BB2 Bechar Palmier dattier
(Beni abbas)
BB6 Bechar Palmier dattier
(Beni abbas)
BB7 Bechar Palmier dattier
(Beni abbas)
BB9 Bechar Palmier dattier
(Beni abbas)
BB10 Bechar Palmier dattier
(Beni abbas)
BT3 Bechar(Taghit) | Palmier dattier
BTS Bechar(Taghit) = Palmier dattier
BT7 Bechar(Taghit) | Palmier dattier
BS4 Bechar(Taghit) = Palmier dattier
F8 Ouargla Palmier dattier
F19 Tipaza Tomate
F20 Ouargla Palmier dattier
F21 Ouargla Palmier dattier
F25 Ouargla Palmier dattier
F27 Tipaza Tomate
F43 Tipaza Tomate
F48 Tipaza Tomate
F23 Ouargla Palmier dattier
P19 Ghardaia Poirier
PI11 Ghardaia Poirier
GP4 Ghardaia Pommier
(Metlili)

I1.1.1.2 Champignons et bactéries phytopathogénes

Les champignons et les bactéries phytopathogénes, provenant de la collection du
laboratoire de phytopathologie d’Agronomie de Blida sont : Ralstonia solanacearum
,Clavibacter michiganens , Agrobacterium tumefaciens ,Erwinia carotovora et Rhodotorula
mucilaginosa , Geotriticum sp ,Gaeumannomyces graminis var tritici ,Pythium ultimum,
Eutypia lata, Botrytis cinerea ,Fusarium oxysporum f sp lini ,Coleosporium sp ,Fomitiporia

Sp.



I1.1.1.3 Germes pathogénes

Les bactéries tests utilisées pour le test d’antibiographie proviennent de la collection du
laboratoire de microbiologie du groupe ANTIBIOTICAL SAIDAL, il s’agit de 3 souches de
références : Escherichia coli ATCC10536, Bacillus subtilis ATCC 6633, Saphylococcus
aureus ATCC 6538 .Nous avons utilisé également un champignon phytopatogéne a savoir

Fusarium oxysporum f albedenis.
I1.1.1.4 Les Antibiotiques

La PCA «1l’acide phénazine-1-carboxylique » (le standard), nous a ét¢ envoyé par le
professeur THONART Philippe de laboratoire de biotechnologie microbienne de Gembloux
(Centre Wallon de Biologie Industrielle « CWBI »).

I1.1.2 Matériel non biologique

Nous avons utilis¢ comme matériel non biologique : les milieux de culture (Annexe 2), les

produits chimiques, verreries et appareillages (Annexel).

I1.2 Méthodes

I1.2.1 Purification des souches

La pureté des souches bactériennes de Pseudomonas a été vérifiée sur le milieu B de King
(King et al., 1954) en réalisant plusieurs repiquages successifs. Les souches de Pseudomonas
spp fluorescents purifiées ont été conservées a une température de 4°C, sur le milieu cétrimide

incliné (dans un tube a vis).

La purification des souches bactériennes pathogenes et phytopathogenes a été vérifiée sur le

milieu GN (Gélose nutritif) en réalisant plusieurs repiquages successifs.

La purification des souches fongiques pathogénes est réalisée aprés plusieurs repiquages par
transplantation successive des disques mycéliens du champignon dans des boites de Pétri
contenant le milieu gélosé a base de pomme de terre : PDA (Potato Dextrose Agar) (Johnston

et Booth, 1983).

I1.2.2 Recherche des composés a effet antibiotique



I1.2.2.1 Production de substances volatiles (HCN)

La production de cyanide d’hydrogéne (HCN) a été recherchée par la technique de Bakker et
Schippers (1987).Le milieu TSA (Tryptone Soya Agar) supplémenté avec 4,4 g/l de glycine a
¢été ensemencé a partir d’une culture de Pseudomonas spp fluorescents agée de 24h.Un papier
Whatman n°1 (0= 8cm) imprégné d’une solution de couleur jaune (5% d’acide picrique et 2%
de carbonate de sodium) a été déposé aseptiquement sur la face interne du couvercle de la
boite de Pétri ; scellée ensuite par le para film . Aprés incubation a 28 °C pendant 4 jours, la
production d’HCN se traduit par le virage du papier du jaune a ’orange. Le cyanide
d’hydrogene réagit en effet sur 1'acide picrique pour donner une matiere colorante (I’acide

isopurpurique) qui exprime le virage de la couleur. |
11.2.2.2 Production de substances diffusibles : Phénazines

» Sélection des souches antagonistes in vitro

La détection d’éventuelles activités antifongiques et antibactériennes des souches de
Pseudomonas spp fluorescents vis-a-vis d’une collection de microorganismes

phytopathogenes composée de neuf isolats fongiques et quatre isolats bactériens.

Le pouvoir antimicrobien des souches de Pseudomonas spp fluorescents a ét¢ déterminé par la
mise en culture duelle des souches de Pseudomonas avec des champignons et bactéries

phytopathogenes.

Pour les champignons, la méthode utilisée est celle décrite par Vincent et al. , (1991). Les
souches de Pseudomonas spp fluorescents agées de 24 h sont étalées sous forme d’une ligne
sur une distance de 1,5 cm a partir des deux bords d’une boite de Pétri contenant du milieu
King B (Annexe 2), a I’opposé un disque fongique de 6 mm venant d’une culture de 7 jours
est déposé au centre de la boite (Figure 7-A). L’ensemble est incubé a une température de 28

°C pendant une semaine. Trois répétitions ont été faite pour chaque interaction.

Les résultats sont notés lorsque la croissance des mycélia dans les boites des témoins atteint
les points d’inoculation des souches bactériennes (Hariprasad et al., 2009). La réduction du

diamétre des colonies mycéliennes des champignons pathogénes en présence des souches de



Pseudomonas comparé au témoin non inoculé indique la présence d’une activité antagoniste.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la relation suivante :

%= [(R-r)/R] X 100

I : pourcentage d’inhibition des champignons testés (%).
R: diametre de mycélium dans la boite de témoin (mm).

r: diameétre de mycélium dans les boites inoculées par les bactéries (mm)

Les témoins dans le cas des cultures fongiques étaient représentés par des disques
mycéliens de chaque isolat fongique sans la présence des souches de Pseudomonas spp

fluorescents.

Pour les bactéries phytopathogénes, des disques de papier wathman (n°3) imprégnés dans
la créme bactérienne de Pseudomonas agée de 24 h ont été déposés a la surface d’un milieu de
culture, préalablement ensemencé par les souches phytopathogénes puis incubé a 25 °C. Cette

technique a été réalisée a raison de trois répétitions (Figure 7-B).



F : isolat fongique.
@ : Disque imbibé¢ de
la créme

: Créme
bactérienne.

A : Confrontation bactérie de Pseudomonas-isolat fongique

B : Confrontation bactérie de Pseudomonas-bactérie pathogéne

Figure 7 : Disposition des souches de Pseudomonas vis-a-vis des isolats fongiques et

bactériens (Original, 2013).
> Détection de la synthése des phénazines in vitro

La production de phénazines, in vitro, a été recherchée selon la méthode de Thomashow et
Weller, (1988), dans le milieu NBY (Nutrient Broth Yeast extract) additionné de glucose
(2%) sur les souches ayant manifestées un pouvoir antagoniste (les souches de Pseudomonas
spp fluorescents) vis-a-vis des souches pathogénes fongiques et bactériennes. Le milieu a été

ensemencé avec une culture de 24h et incubé pendant 48h a 25°C.

L’examen des cultures sous UV (356 nm) montre le développement de colonies pigmentées

avec des halos sombres noiratres, révélateur d’une activité phénazinique.




» Mise en évidence de I’activité antibiotique sur différents milieux de culture

Les souches trouvées positives pour la production de phénazines, leur pouvoir antagoniste in
vitro a été étudié de manicre plus détaillée par la technique des stries croisées (Williston et
al., 1947 ;Waksman,1945) . Celle-ci est une technique simple et pratique, largement utilisée
dans les programmes de criblage pour des souches microbiennes productrices d’activités
antibiotiques. Les tests ont été réalisés vis-a-vis de différents types de microorganismes et sur

quatre milieux de culture différents :

e Le milieu King B ou « KB » (King et al., 1954).

e Le milieu gélose nutritive ou « GN » (Gardan et Luisetti, 1981).

e Le milieu Potato Dextrose Agar ou « PDA » (Jonhston et Booth, 1982).

e Le milieu ISP2 « Internatonal Streptomyces Project » (Shrirling et Gottieb, 1966).

Sur chaque milieu, en trois répétitions, les souches de Pseudomonas spp .fluorescents ont été
ensemencées en un seul trait a la surface des milieux solides et en bordure de la boite de Pétri
et incubées a 28 °C. Apreés 24 h, les microorganismes a tester (Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus et Fusarium oxysporum f albedenis) ont été ensemencés en
traits perpendiculaires au trait de culture précédemment réalisés et incubés a la méme

température pendant 2 a 5 jours.

A titre de témoins, les souches tests ont €té cultivées selon la méme procédure sans la
présence de souches de Pseudomonas spp .fluorescents, pour évaluer leur croissance optimale

dans les mémes conditions de culture.

La lecture des résultats se fait en mesurant la distance d’inhibition entre les bordures des
microorganismes tests et les souches de Pseudomonas spp fluorescents suspectées productrice

de phénazines.
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Figure 8 : Illustration de la technique des stries croisées (Original, 2013).

» Extraction des composés a effet antibiotique : phénaziniques

Les souches ayant montré une activité antimicrobienne ont été sélectionnées pour 1’extraction
de composés a effet antibiotique par solvant. Le protocole général d’extraction des

antibiotiques de nature phénaziniques est illustré dans la Figure 9 (Benchabane, 2005).
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Figure 9 : Protocole de production et d'extraction des phénazines (Original, 2013).

Pour la préparation de la culture, chaque souche a été cultivée dans 100 ml de milieu King B a

I’¢état liquide ensemencés avec 3 ml d’une préculture de 24 h ; I’incubation a été faite a 25 °C

sous agitation continue (150 rpm) pendant 48h. La culture obtenue a été centrifugée (5000

tour / 15 min a la température ambiante).




L’extraction des composés antibiotiques a été faite a partir du surnageant de culture ; a cet
effet trois solvants de différentes polarités ont été testés : acétate d’éthyle, dichlorométhane et

I’hexane.

L’extraction a été effectuée dans une ampoule a décanter avec un mélange a volume égale de
solvant(s)/surnageant de culture ; puis agité doucement quelques secondes avec dégazage de

temps a autre.

Apres agitation et décantation, les phases organiques ont été récupérées séparément, filtrées
sur sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer toute trace d’eau, puis évaporées sous vide a

40 °C a l’aide d’un évaporateur rotatif (de marque Buchi heating bath B-490).

Les extraits secs obtenus ont €té récupérés dans 1 ml de méthanol avant d’étre soumis a une
antibiographie ; les résultats de cette derniere ont servi a déterminer le meilleur solvant

d’extraction.
» Antibiographie

Les extraits obtenus a partir des surnageants de culture des souches productrices de
phénazines plus la souche de référence (CHAO) ont été testés contre les microorganismes-
cibles choisis : (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Fusarium oxysporum, Staphylococcus

aureus).

Des disques de papier wathman (n°3) de 6 mm de diametre ont été imprégnés avec 30 pl
d’extrait organique, puis séchés totalement a 1’aide d’un séchoir a froid. Les disques ont été
ensuite stérilisés sous UV (254 nm) durant 30 min avant d’étre déposés stérilement a la

surface d’une Muller Hinton, préalablement ensemencé par les microorganismes-tests.

Les boites sont d’abord mises a 4°C pendant 2 h pour une meilleure diffusion des éventuels

composés antibiotiques et ensuite incubées 24 h a 28 °C.

La lecture des résultats consiste a déterminer le diamétre des zones d’inhibition autour des
disques. Le solvant permettant d’obtenir le diamétre d’inhibition le plus élevé est considéré

comme le meilleur solvant d’extraction.



> Analyse des composés a effet antibiotique : phénaziniques

Puisque, les Pseudomonas spp produisant les phénazines, synthétisent une mixture de
composés phénaziniques (Delanay et al., 2001), il semble impératif d’essayer de fractionner

I’extrait brut avant de chercher a I’identifier.

La purification des substances actives des souches de Pseudomonas a été réalisée par CCM et

I’identification par HPLC.
A. Chromatographie en couche mince

Selon les descriptions de Betina (1973), la séparation des composés a activité antibiotique, a
partir des extraits de surnageant de chaque souche de Pseudomonas testée, a été réalisée par
chromatographie en couche mince sur gel de silice (silcagel; 20x20 cm, 0,25 mm
d’épaisseur) dont le but de séparer les différents composés d’un mélange homogene et de les

identifier.

Les échantillons (les extraits des souches productrices de phénazines) ont ét¢ déposés sous
forme de spots de 150 pl a I’aide d’un capillaire a des points reperes au bord inférieur de la
plaque (le standard étant I’acide phénazine-1-carboxylique « PCA »).Puis ont été séchés par

un séchoir.

Deux associations de solvants ont été appliquées : le solvant AM (acétate d’éthyle-méthanol ;

100/15) et le solvant CA (chloroforme-acétone ; 9/1).

Les plaques ont été placées dans les cuves en position verticale, lorsque le front du solvant se
trouve a environ 1 cm de I'extrémité supérieure de la plaque ; la plaque a été retirée et séchée

a I’air libre, la position du front de solvant doit étre marquée.
0 Larévélation chimique

La révélation chimique a été réalisée avec le formaldéhyde-H,SO4 révélateur de composés
aromatiques polycycliques. Apreés pulvérisation des plaques avec le révélateur, les résultats

ont été lus a chaud (5 min a 100°C) et le rapport frontal (Rf) a été calculé.

Le Rf est le rapport de la distance entre le dépdt et la tache active sur la distance séparant le

dépot du front du solvant.



Ri= La distance entre le dépot et la tache active

La distance séparant le dépot du front du solvant

B. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Les spots ont été grattés et ¢lués dans du méthanol sous agitation (100 rpm) pendant 2 h a la
température ambiante. Apres filtration du mélange (silice + méthanol), le filtrat limpide a été

évaporé a sec et conserveé au congélateur pour analyse ultérieure par HPLC.

Les extraits purifiés ont été analysés par HPLC (Appareil utilisé est de marque SHIMADZU).
Les expérimentations ont été réalisées en phase inverse, la phase stationnaire de la colonne
C18 est une silice greffée avec des groupements organiques apolaires et la phase mobile est
polaire. Elle consiste en un mélange d’eau distillée et de méthanol avec un gradient continu :

Eau-M¢éthanol (80-20%).

Le débit du solvant utilis¢ est fixée a 1 ml/min et la longueur d’onde de détection dans I’'UV
est de 220 nm .Avant I’injection des échantillons, la phase stationnaire (colonne) est
conditionnée et équilibrée (conditions initiales) pendant 10 min. Lorsque la colonne est
stabilisée, 20ul de I’extrait ultra-filtrés par un filtre de 0,45 pl est injecté a I’aide d’une

seringue de 1 ml. Les résultats obtenus sont donné sous forme de chromatogramme.



I11.1 Résultats de la recherche des composés a effet antibiotique

II1.1.1 Résultats de la Production de substances volatiles (HCN)

La cyanogénese a été recherchée par la technique de Bakker et Schippers(1987) sur les
21 souches de Pseudomonas spp fluorescent testées et sur les souches de référence. Les

résultats sont illustrés par le tableau III.

Tableau III : production de cyanide d’hydrogéne par les souches de Pseudomonas spp

fluorescents
Les souches de La production | Les souches de | La production
Pseudomonas testées d’HCN référence d’HCN
BB2 - B445 A=
BB6 ++ B447 ++
BB7 - CHAO ++
BB9 +
BB10 ++
BT3 ++
BTS 4=E
BT7 ++
BS54 ++
F8 ++
F19 ++
F20 +
F21 1
F25 +
F27 +
F43 +
F48 1
F23 ++
PI9 4=E
PI11 ++
GP4 +

++ : Fortement productrice - : Aucune production + : Faiblement productrice



Parmi les souches testées, 19 souches ont montré une cyanogénése positive, en comparant
avec les souches de référence et deux ont montré une cyanogénése négative (Tableau
III).Pendant les premicres 24 heures, un léger virage du papier imprégné d’acide picrique a
été observé chez les souches HCN', pour devenir plus apparent aprés 36h et net entre 48 a

72h. Montrant que la production va en s’intensifiant apres 48h.

La production a été faible chez 6 souches de Pseudomonas fluorescents tandis qu’elle a été
forte chez 13 souches .Ces derni¢res semblent les plus performantes en production de I’'HCN,

en virant la couleur du papier vers 1’orangée foncée.
II1.1. 2 Résultats de 1a Production de substances diffusibles : Phénazines

I11.1.2.1 Sélection des souches antagonistes in vitro

Les résultats des tests de détection de I’activité antagoniste in vitro, réalisé par les 21 souches
de Pseudomonas fluorescents vis-a-vis de neuf isolats fongiques et 4 isolats bactériens,

montrent des activités antagonistes avec des taux variables.

Vingt-et-une souches de Pseudomonas spp fluorescents (100 %) ont montré des activités
antagonistes au moins a ’encontre d’un agent phytopathogéne fongique et bactérien, parmi
lesquelles une souche a provoqué I’inhibition de la croissance de 50% des isolats, et 20
souches ont provoqué I’inhibition de la croissance de plus de 50% des isolats fongiques et
bactériens parmi eux neuf souches ont montré 1’inhibition de la croissance de la totalité¢ des

isolats phytopathogénes testées.

Le degré d’antagonisme varie selon que les interactions soient avec les bactéries ou les

champignons.

Les résultats de 1’effet antagoniste exercé par les champignons ont montré que 3 souches
ont provoqué I’inhibition de moins de 50%, une souche a inhibé la croissance de 50% des
isolats fongique et 16 souches ont provoqué I’inhibition de plus de 50% des isolats parmi eux

9 souches ont permis I’inhibition de la totalité des isolats fongiques.

Le taux le plus élevé a été enregistré par la souche F48 (78%) vis-a-vis de I’isolat
Colleosporium sp, la souche BB6 (76%) vis-a-vis de Botrytis cinerea et le taux le plus faible a

été signalé par la souche F19 (2%) vis-a-vis de 1’isolat Geotriticum sp.



Concernant les bactéries phytopathogeénes, une souche a provoqué I’inhibition de moins de
50% et 20 souches ont noté¢ une inhibition de plus de 50% des isolats bactériens parmi
lesquelles 17 souches de Pseudomonas fluorescents ont provoqué un effet antagoniste a

I’encontre de la totalité des isolats.

L’effet inhibiteur le plus élevé est noté pour la souche BB9 vis-a-vis de Ralstonia
solanacearum, la souche F20 vis-a-vis de Clavibacter michiganens .En revanche 5 souches
ont montré le plus faible effet vis-a-vis de Ralstonia solanacearumet 7 vis-a-vis de Erwinia
carotovora ,6 souches a 1’encontre d’Agrobacterium tumefaciens et 7souches a 1’encontre de

Clavibacter michiganens.

En comparant les résultats du test d’antagonisme, nous remarquons que les souches de
Pseudomonas ont noté un taux d’inhibition plus élevé vis-a-vis des isolats fongiques par

rapport aux bactéries phytopathogénes.
II1.1.2.2 Résultats de détection de la synthése des phénazines in vitro

Selon les résultats du test d’antagonisme qui a été réalisé sur les souches de Pseudomonas spp
fluorescents, 21 des souches étudiées (100%) ont possédé un effet antagoniste au moins a

I’encontre d’un agent phytopathogeéne fongique et bactérien.

Les essais de la production des phénazines in vitro ont montré que parmi 21 souches
antagonistes, trois souches (BB9, P19, F20) ont révélé des zones sombres autour des colonies

qui synthétisent des composés phénaziniques.

Nous rappelons que ces derniers ont manifesté un pouvoir antagoniste important vis-a-vis des
souches pathogénes fongiques et bactériennes avec un taux allant de 62% enregistré par la
souche F20 vis-a-vis de I’isolat Colleosporium sp ,66% par la BB9 vis-a-vis 1’isolat

Geotriticum sp et 70% par la souche P19 vis-a-vis de 1’isolat Botrytis cinerea.

D’aprées les résultats obtenus les souches P19, BB9, F20 sont les souches suspectées

productrice des composés phénaziniques, en plus de la souche de référence CHAO.
I11.1.2.3 Résultats de ’activité antibiotique sur différents milieux de culture

Le pouvoir antimicrobien des 3 souches productrices de phénazines (P19, BB9, F20) plus les
deux souches de référence (B454, CHAO) a été déterminé par la méthode des stries croisées

(Williston et al., 1947).Les résultats sont représentés par les figures 10, 11, 12, 13.
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Figure 10: Résultats de I’activité antimicrobienne des différentes souches sur milieu de

culture GN.
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Figure 11: Résultats de I’activité antimicrobienne des différentes souches sur milieu de

culture KB.
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Figure 12 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des différentes souches sur milieu de

culture ISP2.

= 10
=
=
=
=
E
=
17,/
=E 51 " Bs
R E EEc
g
= HFAO
5]
£ B Sa
"]
g
S 0 -
a

P19 BB9 F20 B454 CHAO

souches testées

Figure 13: Résultats de I’activité antimicrobienne des différentes souches sur milieu de

culture PDA.



D’aprés les résultats de 1’activité antimicrobienne des différentes souches de Pseudomonas
sur chaque milieu de culture, nous remarquons que Les activités antimicrobiennes des souches
P19, BB9, F20 s’étendent sur la majorité des germes testés .Cependant, leur intensité varie

selon les germes cibles et aussi selon les milieux de culture utilisés.

Sur le milieu GN nous avons obtenus une forte inhibition par les souches P19, F20 vis-a-
vis de Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibition respectivement
de I’ordre de 16 mm et 8 mm et des activités moyennes contre Escherichia coli et Fusarium

oxysporum (Figure 10).

Sur le milieu King B , Le diametre de la zone d’inhibition le plus élevé est enregistré par la
souche PI9 vis-a-vis de Fusarium oxysporum apres la souche de référence CHAO , alors que
le plus faible diamétre a été signalé par la souche BB9 et la CHAO vis-a-vis de
Saphylococcus aureus (2 mm).Ce milieu a donnée de meilleurs résultats vis-a-vis de
Fusarium oxysporum, Bacillus subtilis ,Escherichia coli et un degré moindre contre

Saphylococcus aureus pour la majorité des souches de Pseudomonas(Figure 11).

Concernant le milieu ISP2, I’activité antimicrobienne est faible vis-a-vis de différents souches

pathogenes testées (Figure 12).

Comparativement, le milieu PDA n’a pas donné des résultats intéressants, nous avons
observé une tres faible activité antimicrobienne, ce dernier était le moins performant (Figure

13).

En comparant les résultats de diameétre des zones d’inhibition par rapport aux milieux
utilisés (GN, KB, ISP2 et PDA), nous remarquons que les diamétres sont plus élevés sur le

milieu KB.
I11.1.2.4 L’extraction des composés a effet antibiotique phénazinique

L’extraction des composés a effet antibiotique a été effectuée a partir des souches P19, BB9,
F20 dans le milieu de culture King B qui a donné de meilleurs résultats de point de vue
activité biologique .Les extraits obtenus ont été testés par antibiographie afin de déterminer le

meilleur solvant d’extraction.



A. Résultats de I’antibiographie

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le meilleur solvant
d’extraction .Cette étude est basée sur la mesure de diamétre des halos d’inhibition de I’extrait
obtenu. Les résultats qualitatifs du pouvoir antimicrobien sur les souches étudiées sont

représentés dans les figures 14, 15, 16 et 17.

A : Extrait a ’acétate d’éthyle, D : Extrait au dichlorométhane, H : Extrait a I’hexane.
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Figure 14: Activité des extraits organiques de la souche PI9.
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Figure 15 : Activité des extraits organiques de la souche BB9.
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Figure 16 : Activité des extraits organiques de la souche F20.

diametre de zone
d'inhibition(mm)

. e ek N N NI NI NI €9 (09

SCNANRONLANRONLAINRON

N I [N N N SN N —

EBS

BREC
EFAO
ESA

D H Solvants

Figure 17 : Activité des extraits organiques de la souche CHAO.

D’aprés les résultats mentionnés dans les figures ci-dessus, nous remarquons

que les

diametres des zones d’inhibition varient d’un solvant a un autre. L’extrait a 1’acétate d’éthyle

s’est montré efficace contre Bacillus subtilis et Foa pour les souches P19, BB9, F20 et la

CHAQO. La zone d’inhibition enregistrée s’étend de 14 mm a 19 mm contre Bacillus subtilis et

de 18 mm a 28 mm contre Foa. Pour le dichlorométhane les zones d’inhibitions s’étendent de

11 mm a 17 mm contre Bacillus et de 8 mm a 10 mm contre E. coli et de 12 a4 18 mm contre

Foa .Pour I’hexane les zones d’inhibition s’étend de 6 a 8 mm. La zone d’inhibition



enregistrée contre Staphylococcus aureus s’étend de 6 mm a 9 mm pour toutes les souches de

Pseudomronas et dans tous les solvants utilisés.

Le métabolite extrait au moyen de 1’acétate d’éthyle a empéché la croissance de la plupart
des microbes pathogeénes examinés, le deuxiéme solvant était le dichlorométhane puis
I’hexane. Ceci atteste que le meilleur solvant d’extraction était 1’acétate d’éthyle suivi par le

dichlorométhane. Les résultats ont été inintéressants pour 1’hexane.

Les disques témoins qui ont été imbibées par les solvants utilisés lors de I’extraction et
séchés dans les mémes conditions ont été testés et n’ont révélé aucune activité

antimicrobienne.
B. Résultat de la Chromatographie en couche mince

La chromatographie en couche mince a ¢été établie dont le but de la purification. Les extraits
obtenus par le meilleur solvant d’extraction provenant du surnageant de la culture de milieu

King B ont été déposés au bord inférieur de la plaque, apreés migration du solvant les résultats

ont été noté et illustré dans la figure 18 et 19.

Figure 18 : Bioautographie des extraits des surnageants de culture des souches P19, BB9, F20
sur AM apres révélation (Originale, 2013).



Figure 19: Bioautographie des extraits des surnageants de culture des souches P19, BB9, F20
sur CA apres révélation (Original, 2013).

D’aprés les résultats obtenus de la phase mobile acétate d’éthyle-méthanol (AM), le

nombre des taches détectées sont les suivants :

e Pour le standard, une tache nommée A.
e Pour la souche PI9, une tache nommée B.
e Pour la souche BB9, deux taches nommée C et D.

e Pour la souche F20, deux taches nommée E et F.
Pour la phase mobile chloroforme-acétone (CA), le nombre des taches détectées sont :

e Pour le standard, une tache nommée Al.
e Pour la souche P19, une tache nommée B2.
e Pour la souche BB9, une tache nommée C1.

e Pour la souche F20, une tache nommée E1.

La phase mobile AM permet d’obtenir une bonne séparation des différents composés
contenus dans les extraits de la souche P19, BB9, F20 que celle de la phase mobile CA ou la

séparation n’a pu étre obtenue.



Ces résultats ont permis de retenir le premier mélange AM comme phase mobile idéale

pour la séparation de différentes fractions des extraits des 3 souches.

Aprés la révélation chimique par le formaldéhyde-H,SO4 (révélateur de composés
aromatiques polycycliques).L’extrait de surnageant de chaque culture sur milieu King B a

révélé 1 tache actif colorée sur AM.

Les composés B et E des extraits des souches P19, F20 ont montré une ressemblance avec
la molécule standard I’acide phénazine 1-carboxylique (Figurel8).Tandis que le composé¢ C
a un Rapport frontal (Rf) différent de Rapport frontal du standard, ce qui permet d’affirmer

que ce dernier est un autre type de phénazines.
C. Résultats de I’analyse par HPLC

La mise en évidence et I’identification des composés a effet antibiotiques phénaziniques a été
réalisé par HPLC. Les composés C.B.E et le composé de la souche de référence CHAO ont

été purifiés par chromatographie sur couche mince.

L’identification des phénazines a été réalisée en comparaison avec I’élution du standard
(PCA) dans les mémes conditions expérimentales. Les différents chromatogrammes de

I’HPLC sont illustrés sur les Figures suivantes :
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Figure 20: Profil d’HPLC de I’étalon
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Figure 21: Profil d’HPLC apres injection de ’extrait a ’acétate d’éthyle de I’isolat F20
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Figure 22 : Profil d’HPLC apres injection de 1’extrait a ’acétate d’éthyle de 1’isolat BB9
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Figure 23 : Profil d’HPLC apres injection de 1’extrait a ’acétate d’éthyle de 1’isolat PI9.
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Figure24: Profil d’HPLC apres injection de I’extrait a I’acétate d’éthyle de 1’isolat CHAO

Discussion

Certains PGPR produisent des antibiotiques volatiles, dont le plus important est ’HCN
(Voisard et al., 1989). L’HCN se forment a partir d’un acide aminé en 1’occurrence la glycine

(Castric, 1977) par ’HCN synthétase (Castric, 1994).

Les résultats de notre étude sur la production de substances volatile (HCN) ont montré

que parmi 21 souches, 19 souches (90,47%) ont montré une cyanogénése positive.

Une différence existe entre les souches en termes d’intensité de production de HCN, celle-ci
revient a la variabilité d’expression des geénes présentés chez les Pseudomonas producteurs.
Cette variabilité permettant de les classer en deux groupes : faibles producteurs (6 souches) et
forts producteurs (13 souches de Pseudomonas fluorescents, plus les 3 souches de référence)
(Ramette et al ., 2003). L’absence de production chez certaines souches serait due a la perte
ou l’absence des genes responsable de la biosyntheése. La production de HCN par les
Pseudomonas est impliquée dans la suppression de différents d’agents pathogénes .1l agit
directement sur les cellules en bloquant le cytochrome oxydase dans la chalne respiratoire

(Blumer et Haas, 2000).

Ces résultats concordent avec les résultats de Rabhi, 2011, en effet leur travail montre que
Sept souches de Pseudomonas sont HCN+ parmi dix souches de Pseudomonas fluorescents.

La production est faible chez Ps2, Ps8, Ps7, Ps10, Ps12, tandis qu’elle est forte chez Ps13 et



CHAO. Ce dernier montre que les souches de Pseudomonas peuvent se comporter

différemment et a des degrés variables dans le processus de la production d’HCN.

Dans la présente étude sur 1’effet antagoniste des souches de Pseudomonas fluorescents vis-
a-vis de différents isolats fongiques et bactériens, les résultats obtenus reflétent clairement que
ces 21 souches de Pseudomonas fluorescents testées ont la capacité inhérente a induire des
effets antagonistes sur la croissance du mycélium et par conséquent sur la prolifération de ces
champignons et sur la croissance des bactéries phytopathogeénes. Les taux d’inhibition
toutefois varient selon la souche de Pseudomonas testées et selon le champignon ou la

bactérie phytopathogene cible.

La forte activité antagoniste exercée par les souches de Pseudomonas fluorescents a
I’encontre de Colleosporium sp, Rhodotorula mucilaginosa, Gaeumannomyces graminis var
tritici, Botrytis cinerea, Geotriticum sp, Pythium ultimum, Fomitiporia sp, Fusarium
oxysporum f sp lini (taux d’inhibition étend de 36% a 78%) pourrait associer a I’implication
de siderophores. La diffusion de ses molécules a accentué le déficit en fer au voisinage de la
colonie bactérienne, en conduisant a I’inhibition de la croissance mycélienne a sa proximité.

Les mémes constatations sont signalées par Albouvette et al., (1998).

Le mécanisme principal mis en cause dans 1’effet antagoniste des souches de Pseudomonas
fluorescents in vitro est celui de la chélation du fer ferrique par les siderophores suite a la
production du pigment fluorescent. Ce mécanisme est sous l’influence des conditions de

culture et dépend aussi des caractéristiques des souches bactériennes (Digat, 1992).

Le fer est un facteur limitant pour le développement des microorganismes et leurs activités
biologiques (Loper et Buyer., 1991), il a un role important dans la régulation de plusieurs
métabolites extracellulaires produits par les Pseudomonas spp. fluorescents, notamment les
siderophores et les antibiotiques, autres métabolites fongistatiques (Lemanceau, 1992) et des

composés volatils (HCN) (Laville et al., 1998).

Les souches de Pseudomonas qui exercent un effet antagoniste moindre vis-a-vis de
différents isolats fongiques et des différentes bactéries phytopathogenes: Ralstonia
solanacearum, Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganens.
Ce phénotype observé serait causé par des composés autres que les sidérophores. Les
substances antibiotiques comme le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), 1’acide phénazine

carboxilique (PCA), la pyrrolnitrine (PRN) et la pyoluteorine (PLT) sont probablement reliées



a cette inhibition. La variabilité dans l'inhibition observée entre les souches de Pseudomonas

s’expliquerait par la quantité d’antibiotique produite.

Les résultats sont proches de ceux obtenus par plusieurs auteurs. En effet ,Costa et ses
collaborateurs.,(2006) ont montré que sur 142 Pseudomonas spp fluorescents isolé a partir de
la rhizosphére de mais ,50 isolats ont révélé un potentiel antagoniste élevé par ailleurs les
études de Bensaid (2006) ont également monté que la souche S20 de Pseudomonas
fluorescens a provoqué des taux d’inhibition allant de 22,45% a 33 ,02%.Ces résultats obtenus
sont comparables a ceux observées chez nos souches, a titre exemple F8 vis-a-vis de
Gaeumannomyces graminis var tritici (24%) ,F27 vis-a-vis de Gaeumannomyces graminis
var tritici (30%).

Les microorganismes réduisent la gravité des maladies par l’utilisation des mécanismes
d’antagonisme direct (compétition, antibiose, parasitisme) et indirects qui s’expriment a
travers des modifications de la physiologie de la plante (induction de la résistance).Ces
différents modes d’action ne sont pas exclusifs 'un de I’autre, au contraire ils ont coexistent
souvent dans un méme organisme et s’expriment individuellement, successivement ou en
synergie et concourent a I’efficacité de I’antagoniste. Une méme souche microbienne n’utilise
pas nécessairement les mémes mécanismes pour limiter la gravité d’une maladie, selon la

culture considérée et les conditions d’environnement (Alabouvette , 2004).

Apres le test d’antagonisme qui a montré que 21 (100%) des souches de Pseudomonas
¢tudiées sont antagoniste au moins a un agent phytopathogeéne fongique et bactérien .les
souches antagonistes ont subi le test de détection de la syntheése de phénazines, trois souches
(PI9, BBY, F20) ont révélé des zones sombres autour des colonies traduisant la production de
composé a effet antibiotique phénazinique ,on note que ces derniers présentent un forte effet

antagoniste , en plus des deux souches de référence B454 et CHAO.

Ces résultats concordent avec les résultats de Benchabane , (2005), rapportant que la
production de phénazines in vitro a révélé des zones sombres autour des colonies productrice
de phénazine ,trois (P6,D2 et A6) des 11 souches antagonistes in vitro synthétisent des
composés phénaziniques ,en plus de la souche de référence CHAOQO. Cette méme constatation a

été observée par Mezaache, (2012).

Les trois souches suspectées productrice de phénazines (P19, BB9, F20) font I’objet d’une

étude antimicrobienne sur différents milieux de cultures (GN, King B, ISP2, PDA).



Les résultats obtenus pour les activités antagonistes sur les milieux solides montrent que le
spectre d’action est semblable pour les cinq souches (P19, BB9, F20, B454, CHAO) de
Pseudomonas fluorescents. Il s’agit d’un spectre large touchant aussi bien les champignons
que les bactéries a Gram positif et a Gram négatif ; ceci pourrait suggérer la présence chez
une méme souche de nombreux métabolites variables selon le milieu de culture utilisé. La
production de métabolites secondaires impliqués dans I’antagonisme microbien est sous
I’effet du milieu de culture (Meyer et Abdallah ,1978). L’activité antagoniste in vitro dépend
non seulement des especes et souches testées, mais aussi de la composition du milieu de

culture (Digat, 1992).

Le pouvoir antimicrobienne des souches P19, BB9, F20 est mieux dans le milieu King B,
ces résultats sont proches de ceux obtenus par Reddy Battu et Reddy (2009).En effet, leur
étude a révélé que le milieu King B était le meilleur pour la production des métabolites
efficaces .Les études de Benchabane (2005) ont également montré que le meilleur milieu

pour la production de métabolite secondaire est le milieu King B.

Les distances d’inhibition obtenues sont le résultat d’un antagonisme exercé par les
molécules a activité antimicrobienne produites par les souches P19, BB9, F20 et ayant diffusé
dans le milieu de culture. Ce phénoméne est communément appelé : antibiose (Baker et

Cook, 1974).

Les métabolites secondaires isolés des microorganismes et qui exhibent soit une activité
antimicrobienne (antibactérienne, antifongique ou antiprotozoaire), antitumorale et/ou

antivirale, sont dits antibiotiques (Berdy, 2005).

La synthése des antibiotiques est étroitement liées au métabolisme cellulaire, qui est a son
tour liée a la disponibilité¢ des éléments nutritif ainsi que d’autre stimuli environnementaux
(Thomashow, 1996), tels que les différents minéraux, les sources de carbone, le pH, la

température ainsi que d’autres paramétres de I’environnement (Bender et al., 1999) .

Thomashow et Weller, (1990), révelent la premiere démonstration expérimentale, utilisant
une approche génétique pour démontrer 1’implication d’un antibiotique produit par une
souche de Pseudomonas dans la suppression d’un agent phytopathogéne. Ces derniers ont
utilisé une souche de P. fluorescens productrice d’acide phénazine carboxylique, isolée de la

rhizosphére du blé et fortement antagoniste envers Gaeumannomyces graminis var tritici. Ce



type de démonstration a été réalisé¢ également pour d’autres composés comme le DAPG, la

pyrrolnitrine, la pyoluteorine et le HCN (Haas et Keel, 2003).

Les composés a effet antibiotiques phénaziniques secrétés dans les différents milieux de
culture par les souches P19, BB9, F20 ont fait I’objet d’extraction par trois solvants de polarité

différentes : acétate d’éthyle, le dichlorométhane et I’hexane.

L’efficacit¢ de ces solvants a été déja rapportée dans I’extraction de phénazines
(Gurusiddiah et al., 1986). Parmi ces solvants 1’acétate d’éthyle a permis 1’obtention de

meilleurs résultats.

Les extraits phénaziniques obtenus par extraction avec le solvant adéquat et produit a partir du
milieu de culture optimisé ont été séparé par CCM et identifier par HPLC.

La comparaison des résultats de différents techniques chromatographiques CCM et HPLC du
standard PCA avec celui des composés produits par les souches PI9 et F20 en plus de leur
activité antimicrobienne plus marquée a permis de mettre en évidence et d’identifier la PCA
comme composé actif des souches citées ci-dessus. Cependant la souche BB9 posséde une
activité antimicrobienne marquée et produit des composés de nature phénazinique mais sa

composition différe que celle du PCA produit par les souches PI9 et F20.

Les résultats obtenus montrent que la souche PI9 est la plus performante parmi tous les autres
souches sélectionnées et productrice des phénazines .Cela est traduit par une activité
antimicrobienne beaucoup plus marqué que celle de la souche F20 et une production plus

importante en PCA.

Les antibiotiques de type PCA et autres phénazines sont les déterminants majeurs dans le
contrdle biologique des phytopathogénes telluriques par les Pseudomonas spp. fluorescents
(Thomashow et Weller, 1996).

La production de phénazines est impliquée aussi bien dans la survie de la bactérie que dans
I’inhibition du pathogéne. Ces antibiotiques sont produits vers la fin de la phase exponentielle

et pendant la phase stationnaire (Turner et Messenger, 1986).



Notre résultat montre que les souches productrices des composés a effet antibiotiques
phénaziniques présentent un taux d’inhibition trés élevé avec G. graminis var .Tritici Allant
jusqu'a 50% Ceci a été observé dans les études de Thomashow et ses collaborateur (1990),
en effet , ils ont trouvé que les antibiotiques produits sur les racines saines et plus
spécifiquement la PCA pourrait servir comme une importante premicre ligne de défense
contre l’infection primaire par G. graminis var .Tritici et ce dernier présente des taux
d’inhibition tres élevé avec la PCA qu’ avec d’autre antibiotique méme par rapport aux autres

champignon.

Les phénazines chez Pseudomonas joueraient un role important dans la lutte biologique
contre les maladies infectieuse des plantes (Thomashow et Weller, 1988 ; Tomashow et al.,
1990).11 est intéressant de noter dans notre cas que les composés majoritaires extraite a partir

des souches P19,BB9,F20 semblent appartenir au groupe des phénazines.

Les phénazines jouent aussi un role dans la compétition rhizosphérique, incluant la survie

et la compétence des bactéries productrices (Mazzola et al., 1992).

Malgré qu’il est admis aujourd’hui que les rhizobactéries, particulierement les PGPR peuvent
engendrer des gains appréciables, il demeure toujours que leurs application sur terrain
rencontre des difficultés .Ces difficultés concernent surtout I’aspect formulation et méthodes
d’applications, en plus de ces considérations, on doit garantir leur efficacité et leur stabilité en

pratique.



En conclusion, nous pouvons dire que le présent travail, a montré que :

La production de cyanure d’hydrogeéne a été retrouvée chez un nombre important de

souches, 19 souches (90,47%) parmi 21 souches (100%) de Pseudomonas spp fluorescents.

La mise en évidence de I’effet antagoniste microbien in vitro chez les souches de
Pseudomonas spp fluorescents vis-a-vis des différents isolats fongiques (Colleosporium sp,
Rhodotorula mucilaginosa, Geotriticum  sp, Pythium  ultimum, Fusarium oxysporum f
sp lini, Fomitiporia sp, Eutypia lata, Botrytis cinerea, Gaeumanomyces graminis var tritici )
et bactériens phytopathogénes (Ralstonia solanacearum, Clavibacter ~ michiganens,
Agrobacterium  tumefaciens, Erwinia carotovora) a permis de détecter des activités
antifongiques fortes chez une grande partie de ces souches : BB10 (74%) ,F48 (78%) ,F27
(72%) ,PI9 (70%), BB6 (76%). Qui se sont avérées tres efficaces a des degrés divers. Les
souches de Pseudomonas fluorescents ont montré un effet antifongique plus élevées par

rapport a leur effet antibactérien.

Parmi les souches qui ont manifesté un pouvoir antagoniste, 3 souches ont été productrice de

phénazines.

Ultérieurement, nous avons testé [’activité microbienne des trois souches suspectées
productrices de phénazines dans les différents milieux de culture. A travers ces résultats, on
conclu que I’activité antimicrobienne in vitro dépend non seulement des souches mais aussi

du milieu de culture. Le milieu King B c¢’est le milieu qui a donné les meilleurs résultats.

La bonne extraction des composés a effet antibiotique phénazinique a ¢été obtenue par
I’acétate d’éthyle a partir du milieu King B .Les composés a effet antibiotiques phénaziniques
ont marqué une activité antimicrobienne vis-a-vis des agents phytopathogénes telluriques et
vis-a-vis de pathogenes a intérét médicale. Donc ils peuvent étre évalués pour une utilisation

dans le domaine médicale en plus de domaine agro-alimentaire.

D’aprés les résultats des analyses de ces composés par CCM et HPLC, nous avons constaté
que les deux souches PI9 et F20 sont des souches productrices de I’acide phénazine-1-
carboxylique (PCA), ce derniers est impliqué dans les mécanismes de lutte biologique vis-a-
vis de nombreux agents phytopathogenes telluriques tandis que la souche BB9 semble étre

productrice d’un autre type de phénazines.



Parmi ces souches la souche PI9, probablement a été la souche la plus performante dans la

production de phénazines, cette performance ce visualise sur I’activité antimicrobienne.

En perspectif :

¢ Pour cerner les résultats obtenus lors des analyses, il serait plus intéressant de tester
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tous les standards relatifs aux autres dérivés de phénazines.

Il est souhaitable de poursuivre I’étude de la production de composés a effet
phénazinique sous serre et en plein champ dans le but de confirmer les résultats
obtenus in vitro et de voir leur potenticl pour une utilisation en stratégie de lutte
contre les agents phytopathogénes comme un biopesticide. De plus il est plus
avantageux d’utiliser les produits biologiques et d’éviter ceux de synthése qui poseront
des problémes d’accoutumance.

Etudier la production d’autres métabolites secondaires telle que : les siderophores, les
enzymes protéolytiques et la production d’autres types d’antibiotiques: la
pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG).

Tester I’effet du pH, de la température et de 1’aération sur la production de composé a

effet antibiotique.
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LAnnexe 1 : Matériel de laboratoire utilisé

Appareils
Nom de Photo (Originale) Nom de Photo (Originale)
’appareil 1’appareil
Hotte Hotte chimique ﬁ@
microbiologique | | :
aUV
(BIOHAZARD)

1

hS L

- ) '

Shaker : Etuve

(DIGITHEAT)




Centrifugeuse
(Centrifuge
4225)

Bain-marie
(memmert)

Réfrigérateur
4°C ( Labco)




HPLC
(SHIMADZU)

Plaque
chauffante

(BIBBY)

- Evaporateur

rotatif (Buchi
heating bath B-
490)




Produits chimiques

Acétate diethyl: C4H3O, (SIGMA-ALDRICH)
Dichlorométhane: CH,CL, (SIGMA-ALDRICH)
Hexane: CH3 (CH;)4CH; (SIGMA-ALDRICH)
Meéthanol : CH;0H (SIGMA-ALDRICH)
Sulfate de Sodium anhydre : Na,SO4 en poudre (SIGMA-ALDRICH)
Petits matériel et consommables

Ampoules a décanter avec des supports adéquats
Anse en platine

Bec Bunsen

Boite Pétri en plastique 90 mm

Boite Pétri en verre 90 mm

Ballon

Couton

Cuve

Spatule

Disques en papier

Embouts 50 ml

Entonnoirs en verre

Eppendorfs 1,5 ml et 2 ml

Eprouvettes graduées 100 ml

Erlenmeyers 100 ml et 250 ml

Flacons 250 ml



Micropipettes réglables
Papier aluminium
Para-film

Papier whatman n°1
Piluliers 25 ml
Pinces

Pipettes Pasteur
Regle graduée
Seringue en plastique
Seringue en verre
Portoir

Ecouvillons stériles
La gaze, Ciseaux
Scalpel

Tubes a essai 20 ml



Annexe 2 : Composition des milieux de culture

Milieu B de King (KB) (King et al., 1954)
Peptone 20g

Glycérol 15 ml

K>Hpos I,5g
MgSO4 l,Sg
Agar 15g

Eau distillée 1000 ml
pH=7,2 autoclavage 20 minutes a 120°C.

Note : c’est la méme composition des milieux solides que liquides sauf que ces derniers ne
contiennent pas d’agar.

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth, 1982)

Pomme de terre  200g

Dextrose 20g
Agar 15¢
Eau distillé 1000 ml

pH=7 autoclavage 20 minutes a 120°C.
Milieu GN (Gélose nutritif) (Gardan et Luisetti, 1981)
Extrait de viande 1,0 g
Extrait de levure 2,5 g
Peptone 50g
Chlorure de sodium 5,0 g
Agar 150¢g
Eau distillé 1000 ml

pH=7 autoclavage 20 minutes a 120°C



Milieu ISP2 (International Streptomyces Project) (Shrirling et Gottieb, 1966)
Extrait de levure 4g

Extrait de malt 10g

Glucose 4g

Agar 15¢g

Eau distillé 1000 ml

Milieu Mueller Hinton (Marchal et al ., 1987)
Extrait de viande 2 g

Hydrolysat de caséine 17,5 g

Amidon 15g

Agar 12¢g

Eau distillé 1000 ml

Milieu NBY (Nutrient Broth Yeast Extract) a 2% de glucose
Bouillon nutritif 8g

Extrait de levure 2g

K2HPO4 2g

KH2PO4 0,5g

MgSo4-7H, O  0,25¢

Glucose 2¢g

Agar I5¢g

Eau distillé 1000 ml

Milieu Cétrimide

Peptone de gélatine 16 g

Peptone de casé¢ine 10 g

Bromure de tétradonium (cétrimide) 0,2 g
Acide nalidixique 15 mg

Sulfate de potassium 10 g



Chlorure de magnésium 1,4 g

Agar 10g

Eau distillé 1000 ml

pH=7,1

Milieu TSA (Tryptone Soya Agar) a 4,4 g de glycine
Tryptone 15 g

Peptone de soja 5g

Chlorure de sodium 5g

Agar 15¢g

Eau distillé 1000 ml

pH=7.3









