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RESUME

La mise en évidence de substances antifongiques produites par des souches antagonistes de lutte
biologique est une étape importante dans la recherche d'alternatives a la lutte chimique. Les
résultats obtenus par Chromatographie sur Couche Mince ont permis d'identifier, chez les isolats de
Pseudomonas sp. indigenes, des phloroglucinols par comparaison avec la souche de référence CHAO
productrice de DAPG et ses dérivés.
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ABSTRACT

The identification of antifungal substances produced by antagonistic strains of biological control is an
important step in the search for an alternative to chemical control. The results obtained by thin layer
chromatography led to identify, among indigenous isolates of Pseudomonas sp., phloroglucinols by
comparison with the reference strain CHAO producing DAPG and its derivatives.
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INTRODUCTION

Les pesticides chimiques, non seulement sont susceptibles de polluer I'atmosphere, mais
aussi peuvent étre néfastes pour I'environnement, parce qu’ils peuvent se répandre dans l'air et
s'accumuler dans le sol. En outre, l'utilisation répétée de ces produits chimiques a permis le
développement de résistances aux produits chimiques chez les organismes ciblés (Lee et al., 2003).

Les pesticides d'origine microbienne, ont été mis en évidence non seulement pour leur
efficacité sur les organismes cibles, mais aussi pour leur biodégradabilité (Lee et al., 2003). lls ont
aussi comme objectifs principaux, I'efficacité et le respect de I'environnement (Benhamou et Picard.,
2000).

Des centaines de bactéries possédant une action antagoniste, sont utilisées pour leur
structure complexe qui favorise la production de substances naturelles chimiquement et
biologiquement diversifiées. Ces bactéries sont utilisées dans la lutte biologique pour stimuler la
croissance et la protection des plantes contre les pathogenes (Lee et al., 2003).

Les Pseudomonas fluorescents (Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa et P. putida) et des
especes étroitement apparentées sont d'importantes bactéries antagonistes présentes dans le sol.
Ceci est du a la production d'une large gamme de composés antifongiques tels que : les pigments
fluorescents (sidérophores), les composés volatils tels que I'acide cyanhydrique (HCN), des enzymes
lytiques et des antibiotiques (Ramyasmruthi et al. 2012).

Parmi les antibiotiques produits par les Pseudomonas, le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG),
I'acide phénazine carboxylique (PCA), la pyrrolnitrine (PRN), la pyoluteorine (PLT) sont tres efficaces
dans le controle et la suppression de divers pathogenes telluriques (Maddulla et al, 2008).

L'objectif de notre étude est de déterminer la nature des antifongiques produits par
certaines souches de Pseudomonas isolées de la rhizosphére de la pomme de terre et du blé, par
comparaison avec des souches de référence produisant du DAPG et des phénazines.

MATERIEL ET METHODES
MATERIEL BIOLOGIQUE

Les souches bactériennes des Pseudomonas a activité antagonistes, utilisées dans ce travail,
ont été isolées de la rhizosphere de la pomme de terre et du blé. Les numéros assignés sont les
suivants : X129, XI30, XI34, XI35’, XI36’, XI37’, XI47, X148, X|49 (Mezaache-aichour et al., 2012;
Mezaache-aichour et al., 2013); De plus, ces souches ont été évaluées avec des souches de
références : P. fluorescens CHAO et P. aureofaciens 30-84 (généreusement offertes par le Pr. HAAS,
Lausanne SUISSE).
METHODES

Préparation du milieu de culture
Afin d’évaluer la production d’antibiotiques par les souches bactériennes déja citées, un milieu de
culture spécifique a cet effet, a été préparé (NBY : Nutrient Broth Yeast extract). Le bouillon obtenu
apres dissolution des substances requises, est réparti en tube puis stérilisé a I'autoclave a 121° C
pendant 15 minutes.

Extraction du 2,4-Diacéthylphloroglucinol
Les souches de bactéries antagonistes sont repiquées dans le milieu préparé, cultivées au bain marie
agité pendant au moins 72 h a 28° C (Thomashow et Weller, 1988; Krishnan et al., 2007).
Les suspensions obtenues sont acidifiées a pH 2,0 par I'HCI (Kavitha et al., 2005), puis centrifugées a
3000 tours/min pendant 15 minutes. Les surnageants sont récupérés, puis I'extraction est effectuée
par un volume équivalent d’acétone (Rezzonico et al., 2007; Prasanna et al.,, 2009). L’'étape
d’extraction est suivi d’une filtration a travers du sulfate d’ammonium anhydre.

Détermination de I'absorbance maximale du DAPG

Apres acidification a pH 2,0 et centrifugation des suspensions bactériennes, I'absorbance
maximale des surnageants de chaque souche est déterminée a |'aide d’un spectrophotometre. Les
DAPG sont détectés a 350 nm (Vincent et al, 1991).

Identification du DAPG par chromatographie sur couche mince
Sur une plaque de gel de silice (20 x 20 cm), on a réalisé des dépots de 20 pl de chaque échantillon,
avec la souche CHAO comme souche de référence productrice de DAPG. Une migration de 50 mn a




été réalisée dans un tampon constitué d’'un mélange Chloroforme / Acétone (9/1 vol/vol) utilisé
comme phase mobile (Bangera et Thomashow., 1996). Apres la migration des échantillons, les spots
sont observés sous UV a 366 nm, et leurs rapports frontaux (R;) déterminés.

RESULTATS

CARACTERISTIQUES DES SURNAGEANTS A 350 NMm

Quelques surnageants des isolats rhizosphériques a caractere antifongique (XI35’, X148 et X149), ont
donné des valeurs d’absorbance a 350 nm (c'est-a-dire qu'ils absorbent a 350 nm au méme titre que
CHAO) (Tableau | et fig.1).

Tableau I. Absorbances maximales des surnageants a 350 nm (maximum absorbance of the
supernatants at 350 nm).

Souches Xl 35’ X148 X149 CHAO

Absorbance a 350 nm 0,16 0,67 0,69 0,58

CHAO: souche de Pseudomonas fluorescens de référence ; souches X135, X148, XI49: isolats étudiés.

Absorbance maximale des surnageant des isolats a 350 nm
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Figure 1. Histogramme des absorbances maximales des surnageants a 350 nm (Histogram of
maximum absorbance of the supernatants at 350 nm.).

CHAO : souche de Pseudomonas fluorescens de référence, souches XI35’, X148, X149 : isolats étudiés,
Strains XI35 'X148, X149: studied strains.

CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CMM) DES EXTRAITS D’ ACETONE:

Apres migration, I'observation sous UV a 366 nm permet de détecter des spots correspondant
respectivement aux isolats X148, XI49, XI 35" semblables a ceux produits par de la souche de
référence P. fluorescens CHAO, et avec des rapports frontaux proches de ceux de CHAQ. Ces rapports
sont respectivement : 0,048 et 0,089, 0,06, 0,055 et 0,048 pour la souche CHAO.

Les spots ont des formes et des couleurs semblables a ceux produits par la souche CHAO (Fig. 2).
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Figure 2. Observation sous UV de la plaque CCM pour la recherche de DAPG (Observation under UV
TLC plate for DAPG).
CHAOQ, XI35’, X148, X149 : extraits de la souche CHAO et des isolats (strains CHAO and isolates extracts)

DISCUSSION

Les Pseudomonas fluorescents utilisés dans la lutte biologique produisent une large gamme de
métabolites secondaires possédant des activités antimicrobiennes (Madulla et al, 2008). Les isolats
utilisés dans notre étude ont été sélectionnés sur la base de leurs activités antagonistes in vitro vis-a-
vis de certains champignons phytopathogénes (Mezaache-aichour et al., 2013).

Les Pseudomonas fluorescents produisent des antibiotiques non hétérocycliques. Il s’agit des
phloroglucinols (MAPG et DAPG) produits par la souche Pseudomonas fluorescens Q2-87 (Bangera et
thomashow, 1996) et la souche P. fluorescens CHAO (Fernando et Zhang, 2006) responsables de la
suppression de maladies telluriques de par le monde. Ces antibiotiques présentent des
caractéristiques spécifiques avec des maximums d’absorbance dans I'UV a 350 nm (Vincent et al.,
1991).

Les spots obtenus aprés CCM dans un mélange Chloroforme/Acétone (9/1 vol/vol) ont une forme
ovale de couleur mauve semblable a celui de la souche de référence CHAO. Les rapports frontaux
convergents avec celui de CHAO, de méme que les valeurs des absorbances des surnageants. Ces
résultats permettent de dire que probablement ces isolats produisent des phloroglucinols par
comparaison avec la souche de référence CHAO productrice de DAPG et ses dérivés (Keel et al.,
1996 ; Prassana et al., 2009); et qui est responsable de la protection des plantes vis a vis des
pathogenes telluriques (Ramette et al., 2011).

CONCLUSION

Les résultats obtenus au cours de ce travail d’initiation a la recherche permettent de dire que
I'activité antagoniste des isolats rhizosphériques (X148, X149, et XI35’) de souches de Pseudomonas
isolées de la rhizosphére de la pomme de terre et du blé vis-a-vis des certains champignons
telluriques phytopathogénes pourrait étre due en partie, a leur capacité a produire un antibiotique
de la famille des phloroglucinols, ainsi qu’a d’autres déterminants qui n’ont pas été traités dans ce
travail. Le point le plus intéressant est assurément que ces souches ne produisent pas de phénazines
mais pourraient étre considérées comme des productrices potentielles de DAPG ou de I'un de ses
dérivés. Les perspectives a venir seraient de déterminer la nature exacte et la quantification de ces
substances, afin d’évaluer I'importance des ces souches par rapport aux souches mondialement
connues pour leurs capacités protectrices.
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