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RESUME

La baisse des rendements agricoles est due a plusieurs facteurs biotiques et abiotiques et aux agents
phytopathogenes. La lutte chimique, largement utilisée, n’est plus acceptable en raison de ses effets
néfastes sur I'environnement, et la santé de I’homme et des animaux. La lutte biologique peut étre
utilisée comme alternative efficace et sans nuisances, par utilisation de bactéries productrices de
métabolites secondaires comme I'acide indole acétique (AlA), la production de phosphatases, des
sidérophores et I'acide cyanhydrique (HCN). Les bactéries testées, isolées de rhizosphéres de blé et
de pomme de terre dans la région de Sétif (Algérie), sont déja caractérisées pour leurs capacités
antagonistes vis-a-vis d'agents phytopathogénes telluriques. Elles produisent toutes I'AlA et des
phosphatases, 38% de ces souches produisent des sidérophores, une seule bactérie produit le HCN.

Mots-clés : antagonisme, agents de biocontrbéle, métabolites secondaires, rhizobactéries.

ABSTRACT

METABOLITES INVOLVED IN PROMOTING PLANTS GROWTH AND THEIR PROTECTION

Low crop yields are due to several biotic and abiotic factors and plant pathogens. Chemical control,
widely used, is no longer acceptable because of its harmful effects on the environment and the
health of humans and animals. Biological control can be an effective alternative without nuisance
using bacteria that produce secondary metabolites including indole acetic acid (IAA), phosphatases,
siderophores and hydrocyanic acid (HCN). Tested bacteria, isolated from wheat and potato
rhizospheres in the region of Sétif (Algeria), are already characterized for their antagonistic capacity
against plant pathogens. All these strains produce IAA and phosphatases, 38% of them produce
siderophores, only one bacterium produces HCN.
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INTRODUCTION

Les microorganismes pathogenes causent d’importants dommages lors de la production de végétaux
tant en milieu agricole que forestier comme les champignons tels que Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Gaeumannomyces graminis ainsi que I'oomycete Phytophthora capsici (Allaire,
2005). L’antagonisme microbien est un mécanisme par lequel les rhizobactéries protegent les plantes
contre les microorganismes pathogénes (Adhikari et al, 2013). Les rhizobactéries antagonistes
colonisent la rhizosphére et jouent un réle dans le contréle biologique en inhibant la croissance d’un
grand nombre d’agents phytopathogenes par la production d’'une large gamme de métabolites
secondaires. Les métabolites secondaires bactériens les plus caractérisés sont les sidérophores,
I'acide indole acétique, le HCN, les enzymes solubilisant les phosphates (phosphatases), les
phénazines, phloroglucinols, pyolutéorine, pyrrolnitrine et des lipopeptides (Haas et Defago, 2005).
Plusieurs especes du genre Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol et les plantes la
plupart étant saprophytes, inhibent la croissance d’'un grand nombre d’agents phytopathogénes et
réduisent I'incidence des maladies racinaires (Allaire, 2005). De nombreux métabolites secondaires
sont de puissants antibiotiques et sont largement utilisés en médecine humaine, ils suppriment les
phytopathogénes et jouent un role dans le biocontrole des maladies des plantes (Nadeem et al,
2012).

L'objectif de cette étude est la mise en évidence de la production de métabolites secondaires comme
I'AlA, les phosphatases, les sidérophores et le cyanure d’hydrogéne par des bactéries isolées de
rhizospheéres de blé et de pomme de terre de la région de Sétif (Algérie).

MATERIEL ET METHODE

MATERIEL BIOLOGIQUE

Souches de référence utilisées comme témoins: Pseudomonas protegens sp-nov CHAO
(généreusement offerte par le Pr Haas, Lausanne Suissse; Ramette et al, 2011) et Pseudomonas
chlororaphis sub sp. aureofaciens ou souche 2 (Mezaache-Aichour et al, 2012a).

Souches rhizosphériques testées (21 souches): isolées de rhizosphéres de blé et de pomme de terre
dans la région de Sétif (Mezaache-Aichour et al, 2012b, ¢, 2013).

METHODES

Production d’AIA
La quantification d’AlA et ses dérivés est évaluée par méthode colorimétrique dans le milieu TSB
(tryptic soy agar) additionné de L-tryptophane a 200ug/ml. Les tubes sont ensemencés en double
exemplaire par les souches a tester et les souches témoins. Un tube de TSB sans tryptophane non
ensemencé sert de témoin négatif, un autre avec du L-tryptophane a 200ug/ml et non ensemencé
sert de témoin positif. Tous les tubes sont incubés 72h a 30°C au bain marie agitant (180tours/mn) et
a l'obscurité (Naik et Sakthivel, 2006). Aprés centrifugation a 5000 t/mn pendant 12mn, 1ml de
surnageant est ajouté a 2ml de réactif de Salkowski et agité a I'aide d’un agitateur (Vortex). Apres
20mn d’incubation a l'obscurité, I'absorbance est mesurée par un spectrophotometre (Thermo
Scientific) a 535nm. La présence d’AlA se traduit par une coloration rose dont l'intensité est
proportionnelle a la concentration d’AIA (Tarnawski et al, 2006). L'évaluation quantitative d’AlA est
calculée selon la méthode de Bano et Musarrat (2003).

Mise en évidence des phosphatases
La solubilisation des phosphates est qualitativement évaluée en milieu Pikovskaya selon la méthode
décrite par Mehta et Nautial (2001) /n Mezaache-Aichour (2012). Le milieu ensemencé par la souche a
tester en double exemplaire est incubé 96h a 30°C au bain marie sous agitation a 180 tours/mn, une
centrifugation a 5000t/mn pendant 12mn est suivie par la mesure de I'absorbance du surnageant
récupéré a 600 nm (Humaira et Bano, 2011). La décoloration du milieu survient suite a I'abaissement du
pH du milieu en présence de bleu de bromophénol (indicateur de pH).




Mise en évidence de la production de Sidérophores
La production de sidérophores par les bactéries est testée sur milieu au succinate (MS) pauvre en Fer
(Jankiwicz, 2006) a raison de 30ml/flacon. Les milieux sont ensemencés en duplicata par les souches a
tester et les souches de référence témoins. Un flacon de MS non inoculé sert de témoin. Apres
incubation au bain marie 96h a 30°C sous agitation permanente (180 tours/mn), le changement de
couleur du milieu et la fluorescence indiquent la production de sidérophores par les bactéries.
Production de HCN
Aprés ensemencement, en duplicata, du milieu TSB (50ml/flacon) par la souche a étudier, des
bandelettes de papier Whatman n°1 stérilisées et saturées avec une solution de picrate alcaline sont
suspendues verticalement dans les flacons. Aprés incubation a 30°C sous agitation permanente a 180
tours/mn pendant 96h, la production de HCN se traduit par le changement de couleur des bandelettes
saturées en picrate de sodium du jaune vers I'orange (Mezaache-Aichour, 2012).

RESULTATS

PRODUCTION D’AIA

Toutes les cultures bactériennes présentent une coloration rose ; par conséquent, toutes les souches
rhizhosphériques testées produisent I’AlA a partir de tryptophane. L’évaluation quantitative selon la
méthode décrite par Bano et Musarrat (2003) a révélé une production assez importante d’AlA
(tableau 1), les concentrations étant déterminées par extrapolation a partir d’'une courbe témoin. Une
quantité maximale, de 20ug /ml, est produite par la souche2. D’autres souches, représentant 67% de
toutes les souches étudiées, ont produit des quantités d’AIA allant de 11.50 a 16.60pg /ml, la
concentration minimale, 8,5 pug /ml, est notée chez la souche XI5’.

Tableau I: DO d’AlA et teneurs en pg/ml (OD of AIA and contents in ug/ml)

Souches DO (moyenne) | pg/ml (AlA) | Souches DO (moyenne) | pg/ml (AlA)
CHAO 0.212 11.00 X149 0.244 12.00
Souche2 | 0.398 20.00 X128’inhib | 0.238 12.00
X145 0.325 16.60 X137 0.234 11.50
X147 0.306 15.50 Xl44 0.225 11.50
B21 0.297 15.00 X138 0.218 12.00
X123’ 0.283 14.00 X135’ 0.221 11.00
B12 0.283 14.00 X112 0.210 10.50
X1 0.271 13.50 B10 0.198 10.00
X129’inhib | 0.269 13.50 X130 0.189 09.50
X156 0.263 13.00 X114 0.181 09.00
X129 0.252 12.50 XI5’ 0.171 08.50
X148 0.238 12.00

CHAO, Souche2, X145, B21.................... souches bactériennes testées (tested strains)

MISE EN EVIDENCE DES PHOSPHATASES
Toutes les souches testées produisent une phosphatase dont I'activité provoque une décoloration
plus ou moins importante du milieu due a I'abaissement du pH (tableau ).



Tableau Il: Production de phosphatases (phosphatases production)

Souches | DO (moyenne) | Souches DO (moyenne)
CHAO 0.122 XI1 0.125
Souche2 | 0.134 XI35’ 0.125

B12 0.205 X114 0.122

X112 0.160 XI5’ 0.122

X145 0.154 XI129’inhib | 0.121

X156 0.149 B21 0.118

X123’ 0.140 X149 0.118

X129 0.140 X144 0.116

X130 0.132 X137’ 0.107

X147 0.130 XI28’inhib | 0.104

X148 0.128 B10 0.102

XI38 0.127

CHAO, Souche2, X145, B21...................: souches bactériennes testées (tested strains)

PRODUCTION DE SIDEROPHORES

La production de sidérophores est qualitativement évaluée sur MS. Les résultats (tableau lll)
montrent que 38% des souches testées produisent des sidérophores ayant pour conséquence
|"apparition d’une couleur jaune verdatre.

Tableau llI: Production de sidérophores (siderophores production)

Souches résultats* | Souches | résultats*
CHAO + X1 -
Souche? + B12 -
B10 + B21 -
X114 + X156 -
X112 + X145 -
XI5’ + X149 -
X128’inhib | + X148 -
X129 + X130 -
X129’inhib | + X123’ -
XI35’ + X137’ -
X138 - X147 -
X144 -

*Apparition (+) ou absence (-) de coloration jaune verdatre ; CHAO, Souche2, X114, B10...................:
souches bactériennes testées (tested strains)

PRoODUCTION DE HCN

Parmi toutes les bactéries testées (Gram positives ou Gram négatives), une seule souche, XI48, s’avére
productrice de HCN au bout d’une semaine d’incubation. La souche de référence Pseudomonas
protegens sp-nov CHAO produit du HCN apres 96h d’incubation.

DISCUSSION

PRODUCTION D’AIA

Toutes les bactéries étudiées, productrices d’AlA, présentent un intérét potentiel pour 'amélioration
des rendements agricoles par stimulation de la croissance de la plante. En effet Naik et Sakthivel
(2006), Tarnawski et al. (2006), Karnwal (2009) indiquent que la stimulation maximum de la



croissance des plantes est constatée dans des rhizosphéres, de blé et de pomme de terre, colonisées
par des souches de Pseudomonas sp. productrices d’AlA.

Dans le milieu contenant du L-tryptophanne a 200 pg/ml, la souche 2 a produit la plus forte
concentration d’AlA :20pg /ml. et 67% des souches ont produit entre 11.50 a 16.60ug /ml, ces
guantités sont supérieures a celles notées chez la souche de référence Pseudomonas protegens sp-
nov CHAOQ. La concentration minimale est enregistrée pour la souche XI5’ a 8,5 pug/ml. Cette valeur
n’est cependant pas négligeable. Selon Karnwal (2009) deux souches de Pseudomonas, P. fluorescens
AK1 et P. ageruginosa AK2, peuvent jouer un role critique dans la promotion de la croissance des
plantes car dans un milieu contenant du L-tryptophanne a 200 pg/ml, elles produisent I'AlIA a des
concentrations de 4.3 pg/ml et 4.1 pg/ml respectivement.

Parmi toutes ces bactéries, les batonnets a Gram négatif représentent 57%. En revanche, les plus
grandes quantités d’AlIA sont produites par les batonnets Gram positifs représentant 43% des
souches étudiées. En effet, la production d’IAA est mise en évidence aussi chez toutes les souches
étudiées par Szilagyi-Zecchin et al. (2014) mais les plus grandes quantités ont été produites par deux
souches Gram positives, Bacillus CNPSo 2477 et CNPSo 2478, avec 105,2 et 105,11 pg/mL
respectivement.

MISE EN EVIDENCE DES PHOSPHATASES

Toutes les bactéries testées (isolées de la région de Sétif) solubilisent les phosphates. La capacité de
solubilisation des phosphates, peut avantager la souche dans sa compétition et son adaptation a
divers écosystémes (Mezaache-Aichour, 2012). Nos résultats sont en accord avec ceux de Banerjee et
al. (2010) et de Humaira et Bano (2011) qui ont rapporté que les rhizobactéries solubilisent
efficacement divers phosphates insolubles en libérant des acides organiques. En outre, Rajkumar et
al. (2006) indiquent que la production de sidérophores et la solubilisation de phosphates par
Pseudomonas sp. PSA4 et Bacillus sp. BA32 stimulent la prolifération des racines des plantes et
améliorent I'absorption des minéraux du sol tels que le fer et le phosphate par la plante hote.

MISE EN EVIDENCE DE LA PRODUCTION DE SIDEROPHORES

Nos résultats montrent que 38 % des rhizobactéries étudiées produisent des sidérophores, elles
jouent probablement un réle majeur dans la promotion de la croissance des plantes. Parmi ces
bactéries, isolées de la région de Sétif et productrices de sidérophores, les batonnets a Gram négatifs
représentent 70% et sont fluorescentes, produisent I'AlA, des phosphatases et utilisent les nitrates.
Toutes ces bactéries sont par conséquent bénéfiques aux plantes. Djibaoui et Bensoltane (2005)
rapportent que Pseudomonas fluorescens sécrete des pyoverdines pour couvrir ses besoins essentiels
en fer. En plus, Radzki et al. (2013) ont constaté une meilleure croissance de plants de tomate traités
par une culture bactérienne ou le surnageant de la souche C138 productrice de quantités élevées de
sidérophores. Les sidérophores microbiens peuvent stimuler directement la croissance des plantes
en augmentant la disponibilité du fer dans le sol entourant les racines ou indirectement par
inhibition compétitive de la croissance des pathogénes des plantes en piégeant le fer et le rendant
moins disponible pour les agents pathogénes (Fgaier et Eberl, 2011).

PRODUCTION DE HCN

La souche X148 produisant le HCN pourrait jouer un réle important dans la protection des plantes
contre les champignons telluriques phytopathogénes puisque la souche de référence Pseudomonas
protegens sp-nov CHAO est productrice de HCN. Elle est, utilisée comme agent de biocontrole,
colonisant les racines et protégeant de nombreuses plantes des maladies causées par les
champignons telluriques (Ramette et al, 2003 ; Jousset et al, 2006). La souche XI48, productrice de
HCN, produit aussi une molécule ayant des caractéristiques du phloroglucinol (Benlarbi et Taleb,
2013). Cette bactérie pourrait jouer un réle dans la protection des cultures de blé car il a été
démontré que le HCN et le 2,4-diacétylphloroglucinol, produits par les bactéries, jouent un réle
important dans la suppression de la pourriture noire du tabac causée par Thielaviopsis basicola
(Nadeem et al, 2012).



Les bactéries testées sont considérées comme favorisant la croissance des plantes. Elles produisent
des métabolites secondaires comme I'AlA, la phosphatase, les sidérophores et I'HCN. Selon Rajkumar
et al. (2006), le maximum de stimulation de croissance par Pseudomonas sp. PSA4 peut étre attribué
a la production de sidérophores, d’AlA et la solubilisation de phosphate ce qui est en parfaite
concordance avec nos résultats et nous nous permettons de considérer les rhizobactéries testées
comme bénéfiques pour les plantes.

CONCLUSION

Les bactéries isolées de sols de blé et de pomme de terre de la région de Sétif produisent en majorité
des métabolites secondaires parfois méme a des teneurs plus élevées que celles enregistrées pour la
souche de référence Pseudomonas protegens sp-nov CHAO. Ces bactéries peuvent étre utilisées
comme agents, potentiels et prometteurs, de biocontrole. Toutefois, cette éventualité ne pourra étre
envisagée que si I'efficacité observée in vitro se confirme par des essais in vivo portant sur la mise en
évidence de la stimulation de la croissance des plantes et leur protection contre certaines maladies.
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