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Résumé

Les pyoverdines sont des sidérophores sécrétés par les Pseudomonas fluorescents. Ce
sont des chélateurs du fer a haute affinité, a faible poids moléculaire et produits dans des
conditions limitées en fer. Leur importance étend leurs applications & l'agriculture, a la
biotechnologie et a la médecine.

Dans le présent travail, nous avions pour objectif d’évaluer la production des
Pyoverdines par Pseudomonas fluorescens et d’examiner leur activité antimicrobienne.

Un total de 14 Pseudomonas fluorescents ont été isolés a partir des racines d'une plante
graminee sauvage (I’orge du rat = Hordeum murinum) en plus de deux isolats de la méme
espece préalablement identifiés a P. fluorescens. L’application d’un ensemble de tests
d’identification nous a permis de rapprocher 4 isolats parmi les 14 a 1’espéce P. fluorescens.
Les six isolats ont été utilisés pour déterminer leur pouvoir antagoniste vis-a-vis 8 souches
pathogénes en utilisant la méthode des stries croisés, une fois sur le milieu King B standard et
une autre fois sur le méme milieu additionneé de FeCls. Les résultats ont montré des zones
I’inhibition de 5 a 34 mm dans le milieu non additionné de fer avec apparition d’une
fluorescence jaune verdatre. Un isolat (PK) a exercé son inhibition en présence et en absence
du Fe3* ce qui fait exclure le role de la pyoverdine ans cette action. L’analyse par
spectrophotométrie UV/Visible des surnageants des six P. fluorescens cultivés dans le milieu
succinate a montré des spectres similaires au spectre de la pyoverdine chez quatre isolats et
deux spectres différents chez les deux autres. Le dosage de la pyoverdine a déterminé que
I’isolat P11 est le plus producteur et c’est le surnageant de cette souche qui a montré
I’inhibition la plus importante vis-a-vis P. mirabilis ATCC 35659 et C. albicans ATCC 10231
avec des zones de 16 et 15 mm de diamétre respectivement. La souche PK productrice de
pyoverdine et des composés phénaziniques a donné une zone d’inhibition de 18 mm avec P.
mirabilis ATCC 35659. La pyoverdine de 1’isolat P11 produite sur le milieu King B et
extraite par une extraction solide/liquide a montré des zones d’inhibition de 15 mm avec P.
mirabilis ATCC 35659 et de 14 mm avec C. albicans ATCC 10231.

La Galerie APl 20 NE utilisée pour identifier I’isolat P11 a donné des résultats

correspondant a I’espéce P. fluorescens.

Mots-clés : la pyoverdine, Pseudomonas fluorescens, milieu King B, milieu succinate,

inhibition, le fer, souches pathogenes.



Abstract

Pyoverdins are siderophores secreted by fluorescent Pseudomonas. They are low
molecular weight and high affinity iron chelators produced under iron restricted conditions.
Their importance extends their applications to agriculture, biotechnology and medicine.

In the present work, our goal was to evaluate the production of Pyoverdins by
Pseudomonas fluorescens and to examine their antimicrobial activity.

A total of 14 fluorescent Pseudomonas were isolated from the roots of a wild grass (rat
barley = Hordeum murinum) in addition to two isolates of the same species previously
identified to P. fluorescens. The application of a set of identification tests allowed us to
belong four isolates among the 14 to P. fluorescens species. The six P. fluorescens strains
were used to determine their antagonistic activity against 8 pathogenic strains using the
crossed streaks method, once on the standard King B medium and again on the same medium
plus FeCls. The results showed inhibition zones of 5 to 34 mm in the non-iron added medium
with appearance of a greenish-yellow fluorescence. An isolate (PK) exerted its inhibition in
the presence and absence of Fe®*" which excludes the role of the pyoverdin in this action. An
UV / Visible spectrophotometry analysis of the supernatants of the six P. fluorescens grown
in the succinate medium, showed spectra similar to the pyoverdin spectrum in four isolates
and two different spectra in two others. The pyoverdin dosage determined that the P11 isolate
is the most productive and it is the supernatant of this strain that showed the greatest
inhibition against P. mirabilis ATCC 35659 and C. albicans ATCC 10231 with 16 and 15
mm in diameter respectively. The PK strain producing pyoverdin and phenazine compounds
gave an 18 mm inhibition zone with P.mirabilis ATCC 35659. Pyoverdin of the isolate P11
produced on king B medium and extracted by solid / liquid extraction showed 15 mm
inhibition zones with P. mirabilis ATCC 35659 and 14 mm with C. albicans ATCC 10231.

The API 20 NE Gallery used to identify the P11 isolate yielded results corresponding to

P. fluorescens species.

Keywords: pyoverdine, Pseudomonas fluorescens, King B medium, succinate medium,

inhibition, iron, pathogenic strains.
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AA : Acide aminé
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Pb : Plomb

PCA : Phénazine-1-carboxylate

PLT: La Pyolutéorine

PRN: La pyrrolnitrine

PtaA: Periplasmic transaminase A


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cuivre

Pvds: Pyoverdines

QS: Quorum sensing

RMN: Résonance magnétique nucléaire
tr/min : Tour par minute.

UFC : Unité Formant Colonie

UV : Ultra-violet

Zn : Zinc
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Introduction

Introduction

Le fer est un élément fondamental pour la croissance et le développement de la
majorité des organismes vivants, procaryotes et eucaryotes. Il participe a de nombreux
processus cellulaires, dont le transport de 1’oxygene, la synthése d’ATP et d’ADN ainsi qu’a
la prolifération cellulaire (Gineste, 2017). Pour acquérir le fer de facon efficace, les bactéries
ont développé de différentes stratégies de capture de ce métal qui dépendent de sa
disponibilité dans I’environnement, de sa nature (ionique, héminique), et de son degré
d’oxydation, lorsque le fer est en quantité limitée cette carence induit les bactéries a produire
et a sécréter des composes a faible poids moléculaire appelés sidérophores (Vaulont et Schalk,
2015).

Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande fraction de la communauté
microbienne partageant le milieu avec des commensaux représentés principalement par les
genres Bacillus et Streptomyces (Mezaache, 2012). Les Pseudomonas spp. fluorescents
considérées comme PGPRs (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) non symbiotiques, ont
été largement étudiées et expérimentées, surtout par rapport a leurs performances dans la
phytostimulation de la croissance de nombreuses plantes, & leur capacité de colonisation
racinaire, a la synthése de phytohormones , a la solubilisation des phosphates , a la production
d'enzymes et de métabolites, ainsi qu’au biocontr6le de divers agents phytopathogénes
(Ouserir et al., 2018). Les sidérophores sont considérés comme un facteur indispensable aux
microorganismes pour coloniser les différentes niches et sont aussi un facteur de virulence
pour parasiter I’hote par ces organismes producteurs (Briana et al ., 2016). Dans le sol les
sidérophores qui sont particulierement efficaces pour chélater le fer, sont en compétition avec
des champignons phytopathogénes. En freinant la croissance des champignons, ils limitent la
probabilité¢ d’infection au niveau de la racine et améliore de ce fait la santé¢ de la plante
(Lemanceau, 2011).

Pseudomonas fluorescens comprend un groupe de saprophytes communs, non pathogénes
qui colonisent les environnements de surface du sol, de 1’eau et des plantes, il sécrete un
pigment fluorescent verdatre soluble appelé pyoverdine qui est un sidérophore qui jouent un
role important dans la croissance dans des conditions limitant le fer (Ganeshan et Kumar
2005 ; Michael et al., 2018). P. fluorescens est un producteur d'antibiotiques et possede un
large spectre d'activité antimicrobienne contre Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Proteus vulgaris, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Aeromonas
hydrophila (Rekha et al., 2010).
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Introduction

Le présent travail contribue a I’utilisation de la pyoverdine sécrété par Pseudomonas
fluorescens rhizosphérique comme agent antimicrobien. Afin de realiser cette étude, les
objectifs suivants ont été fixés :

e L’isolement et la caractérisation phénotypique de Pseudomonas fluorescens.

e La production et I’extraction de la pyoverdine.

e La caractérisation spectroscopique de la pyoverdine.

e [L'évaluation de I’activité antimicrobienne de la pyoverdine.

Le manuscrit est structuré en deux parties, la premiére partie concerne la recherche
bibliographique composée de trois chapitre: le premier présente I’adaptation de
P. fluorescens, le deuxieme chapitre sur la production des métabolites par cette bactérie et le
troisieme chapitre est sur la caractérisation structurels et fonctionnel de la pyoverdine.

La deuxiéme partie concerne le coté pratique dans lequel le matériel et les méthodes suivis
dans ce travail sont expliqué, puis les résultats sont présentés, discutés, pour tirer a la fin une

conclusion et des perspectives.
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Chapitre | Adaptation de P. fluorescens

I. 1. Définition

Pseudomonas fluorescens est une bactérie qui appartient a la classe des Gamma-
proteobacteria (Silby et al., 2009), & coloration de Gram négatif, batonnet, aérobie stricte
(Trivedi et al., 2015). C’est un microorganisme psychrotrophe, incapable de se développer a
des températures supérieures a 32 °C (Trivedi et al., 2015), sauf les souches cliniques (Madi
et al., 2010). Sa température optimale de croissance est de 25 a 30°C, et elle évolue a un pH
neutre (Trivedi et al., 2015). Dans certains cas, une croissance anaérobie est possible si une
source de nitrate peut étre utilisée comme un accepteur final d'électrons au lieu de I'oxygene
(Scales et al., 2014;Wisplinghoff, 2017). Cette bactérie ne forme ni de spores ni d'autres
forme de résistance (El Ouakfaoui, 2015).

P. fluorescens ne fermente pas le glucose (Scales et al., 2014). Elle est commensal,
apparait singuliere ou sous forme de paires mobiles grace aux flagelles amphitriches (Dahah,
2017) (figure 01). Cette espece est parmi les Pseudomonades fluorescentes capables de
produire des pyoverdines (sidérophores) fluorescents (Couillerot et al., 2009). La taille du
génome du groupe P. fluorescens varie de 6,4 Mb a 7,07 Mb et trois souches étudiées de P.
fluorescens ne partagent que 61,4 % de leur contenu génétique alors que cing génomes
séquencés de P. aeruginosa partagent de 80 % a 90 % de leur contenu génétique (El
Ouakfaoui, 2015).

Figure 01 : P. fluorescens en microscopie électronique a balayage (Scales et al., 2014)

Page 3



Chapitre | Adaptation de P. fluorescens

1.2. Mécanismes d’adaptation et habitats de Pseudomonas fluorescens
1.2.1. Interactions biotiques et abiotiques
1.2.1.1. Adaptation dans la rhizosphére

La rhizosphere est le volume du sol situé au voisinage immédiat des racines des plantes
et qui se caractérise par la présence d’exsudats racinaires (rhizodépdts) (Nihorimbere et al.,
2011). Ces exsudats sont utilisés par la microflore endémique en tant que signaux chimiques
en plus d’étre un substrat nutritif disponible pour la croissance et le développement de ces
microorganismes dans la rhizosphere (Nihorimbere et al., 2011).

Des études effectuées avec des empreintes généetiques d'ARNr 16S ont fourni un
nombre croissant de preuves que des facteurs biotiques (par exemple, espéces / génotype de
plantes, stade de développement et agents phytopathogénes) et des facteurs abiotiques (par
exemple, les conditions météorologiques, la gestion agricole) ont une incidence sur la
composition de la communauté bactérienne dans la rhizosphére (Schreiter et al., 2018).

Ainsi que les micronutriments et les macronutriments dans la rhizosphére qui constitue
une condition préalable importante (EI Ouakfaoui, 2015), donc P. fluorescens s’adapte en

raison de sa polyvalence nutritionnelle (Lemire et al., 2011).

1.2.1.2. Adaptation dans le sol

P. fluorescens posséde un géne AdnA qui est un homologue de FleQ chez P.
aeruginosa, qui régule a la fois la motilité et la fixation par le flagellum sur diverses surfaces
(Mastropaolo et al.,, 2012). Les mutants AdnA se sont également avérés déficients en
colonisation, propagation et persistance in situ, en formation de biofilm et en motilité
(Mastropaolo et al., 2012).

La souche R2f de P. fluorescens a survécu au-dessus de 10" UFC/g dans un sol sec
pendant un maximum de 84 jours dans des microcosmes de sable limoneux lorsqu'elle était
encapsulée, tandis que les cellules libres sont passées a moins de 10° cellules/g de sol sec
apres 21 jours (EI Ouakfaoui, 2015).

1.2.1.3. Adaptation dans I’eau

Les eaux en milieu hospitalier sont souvent contaminées par P. fluorescens, espéce qui
se trouve également tres fréguemment dans les eaux douces naturelles méme potables (Avril
etal., 1992).
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Aprés inoculation dans des EDP (Eau de distribution publique) préalablement filtrées
sur un support de porosité de 0,22 um et conservées a 25°C, des Pseudomonas spp. peuvent
survivre plus de 90 jours (Vigneron, 2010).

Les eaux présentant une concentration ionique importante favoriseraient la
multiplication des bactéries (Vigneron, 2010). Le calcium et le magnésium joueraient un role
important dans la stabilisation des parois bactériennes, notons que des souches de
Pseudomonas sp. sont susceptibles de survivre dans des eaux de mer présentant une force
ionique élevée (Vigneron, 2010).

Au sein d’un biofilm, la bactérie est protégée de I’action des désinfectants ajouté au
I’eau en raison de la viscosité du milieu (diffusion limitée des désinfectants) et de leur
neutralisation par réaction avec les exopolyméres constituant la matrice du biofilm
(Vigneron, 2010).

Les P. fluorescens et P. aeruginosa sous forme de biofilm sont plus résistants a 1’ozone
que sous forme libre (Vigneron, 2010).

P. fluorescens 123 produit une ou plusieurs molécules amphipathiques qui semblent
servir d'agents tensioactifs pour disperser les cellules bactériennes dans un environnement
aqueux transmis sur des surfaces relativement hydrophobes telles que la cire cuticulaire
(Hernandez-Anguiano et al., 2004).

La lumiére naturelle aurait également un impact négatif sur la survie de ces bactéries,
I’effet inactivant de ce paramétre pourrait s’expliquer par la production de composés toxiques
appartenant a des formes réactives de 1’oxygene, type peroxyde d’hydrogéne ou radicaux
hydroxyles (Vigneron, 2010).

Une étude par Troxler et al. (1997), a montré que dans des conditions aérobies, le
nombre de cellules cultivables de la souche CHAO de P. fluorescens diminuent dans I'eau des
effluents, en passant de 107 & environ 102, en I'espace de 115 jours et les auteurs ont émis
I'nypothése que la baisse était due a la concurrence ou a l'antagonisme avec les micro-
organismes indigénes ou prédation (EI Ouakfaoui, 2015).

1.2.1.4. Adaptation dans les aliments

Certaines souches de P. fluorescens se trouvent dans les produits alimentaires réfrigérés
dus a leurs caractéres psychrotrophes (Trivedi et al., 2015).

P. fluorescens induit des changements de structure et de couleur des produits
alimentaires, dus a la production de lécithinase (phospholipase C), d'enzymes protéolytiques

et de molécules pigmentées, la majorité des souches de P. fluorescens isolées de produits
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laitiers et d'usines de fabrication de produits laitiers étaient capables de former un biofilm
dans des puits de plaques de microtitration (Rossi et al., 2016). Ainsi qu’elles ont été
signalées dans la putréfaction de la viande (Lee et al., 2017).

La souche 123, contrairement & de nombreuses souches de P. fluorescens non
pathogenes isolées de divers environnements, est capable de provoquer des pourritures molles
chez le brocoli et le chou-fleur en I'absence de blessure évidente et a des températures de
réfrigération telles que 4 ° C (Hernandez-Anguiano et al., 2004).

1.2.1.5. Adaptation des P. fluorescens par I’interaction avec des autres étres vivants
1.2.1.5.1. Bactéries

L’association Rhizobium fabae, R1 et R2 avec des souches de P. fluorescens (S20,
CHAO et P64) a induit plus d’effets phytobénéifiques (Ouserir et al., 2018). Le potentiel
phytostimulateur en croissance est meilleur avec la combinaison de PGPRs symbiotiques et
non symbiotiques (Ouserir et al., 2018).

La biodisponibilité du fer est réduite dans les environnements aérobies, tels que le sol.
P. fluorescens BBbc6R8 utilise les ferrioxamines et ferricoelichelin produites par
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 en tant que xénosiderophores et n'active donc plus la
production de ses propres sidérophores (Galet et al., 2015). Un criblage d'une banque de
mutants de BBc6R8 de P. fluorescens a mis en évidence l'implication du récepteur FOxXA
dépendant de TonB dans ce processus : I'expression de FOxA et de genes impliqués dans la

régulation de sa biosynthése a été induite en présence de S. ambofaciens (Galet et al., 2015).

1.2.1.5.2. Phages

Les génomes bactériens contiennent des groupes de génes acquis par transfert
horizontal, appelés Tlots génomiques (Genomicislands (Gls)), ils sont généralement grandes
de 10 a 200 kb de longueur (Langille et al., 2010). Les Gls sont souvent associées a des
adaptations microbiennes d'intérét médical et environnemental, et elles ont eu un impact
considérable sur I'évolution de la bactérie (Langille et al., 2010). Dans les souches de P.
fluorescens, les sequences du genome ont révélé la diversité des élements intégres, dans la Pf-
5, neuf Gls, certaines codent pour des métabolites secondaires, et six régions ressemblant a
des phages ont été identifiées, certaines ressemblant aux phages trouvés dans Shigella et

Yersinia entériques (Silby et al., 2011).
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1.2.1.5.3. Plantes

Les Pseudomonas fluorescens peuvent améliorer la santé des plantes gréace au cycle des
bioéléments (Silby et al., 2009), via la fixation de l'azote, la solubilisation du phosphore, ou la
production de sidérophores, et modifient la physiologie des racines en modifiant le gene de
transcription et de biosynthese de métabolites dans les cellules végétales (Vacheron et al.,
2013). De plus grace a la dégradation des facteurs de virulence produits par des agents
pathogenes (EI Ouakfaoui, 2015), par des antagonismes, et par l'induction des défenses de la
plante (Silby et al., 2009).

Les comparaisons de trois génomes de P. fluorescens (SBW25, Pf0-1, Pf-5) ont révélé
une divergence considérable : 61% des genes sont partagés, la majorité situés pres de l'origine
de réplication (Silby et al., 2009). Un crible fonctionnel de SBW25 a défini 125 génes induits
par la plante, y compris une gamme de fonctions specifiques a I'environnement de la plante
(Silby et al., 2009). Par exemple, le phloroglucinol (PG) de la plant avait de vastes effets sur
le transcriptome de P. fluorescens Pf-5, modifiant de maniere significative la transcription de
plus de deux cents genes (Clifford et al., 2015).

Selon Quserir et al (2018) : « Les niveaux de colonisation racinaire obtenus, avec les
plants de blé dur, de tomate ou de féve, expriment une compétence rhizosphérique notable
avec les souches de Pseudomonas fluorescens (P64, CHAO et S20), bien que leurs origines
initiales d’isolement soient autres que ces plantes, qui sont respectivement 1’abricotier, le

tabac et le palmier dattier ».

1.2.1.5.4. Homme

P. fluorescens est présent en faible nombre dans la lumiére intestinale et il a été signalé
de jouer un réle dans la maladie de Crohn (Madi et al., 2010). Certaines de ces souches se
trouvent dans le tube digestif humain avec un faible niveau commensal (Trivedi et al., 2015).

Il n'existe aucune preuve dans les publications scientifiques que la bactérie P.
fluorescens dispose de mécanismes précis pour contourner les barriéres physiques, chimiques
ou lymphoides contre I'infection au niveau des surfaces épithéliales ou des muqueuses, et les
cas sont généralement associés a des blessures ou a des interventions médicales (El
Ouakfaoui, 2015). La fibronectine est un mécanisme important de la pathogénicité de la
bactérie P. fluorescens, car elle est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, y
compris la réparation des tissus aprés une lésion et I'adhérence de cette bactérie aux cellules
nerveuses et gliales se fait par I'intermédiaire des lipopolysaccharides et provoque
généralement I'apoptose (El Ouakfaoui, 2015).
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Les souches PAB de P. fluorescens se sont développées et ont produit des pigments
dans le sang stocké a 4 ° C, avec une production de pyoverdine de 0,13 mg / ml de sérum
apres 5 jours d'incubation (P4jaro et al., 1995). Lorsque I'effet cytotoxique sur les leucocytes
humains a été analysé, la mort et la lyse ont été observées et les doses insuffisantes pour
provoquer la lyse ont diminué la phagocytose et la chimiotaxie des leucocytes (Pajaro et al.,
1995).

Une précipitation plasmatique en solution saline a montré que les fractions de globuline
et d'albumine retenaient la pyoverdine a différentes concentrations (Pajaro et al., 1994).

Une hémolyse a pu étre observée avec certaines souches de P. fluorescens,
principalement cliniques mais selon les essais effectués par Santé Canada « aucune activité
hémolytique n'a été observée lorsque la souche de P. fluorescens ATCC 13525 a été étalee sur
une gélose au sang de mouton. Ainsi que la méme souche n'a pas été associée a la maladie de

Crohn, et on ignore si elle porte I'antigene 12 » (El Ouakfaoui, 2015).

1.2.2. La résistance de P. fluorescens
1.2.2.1. Résistance aux metaux

La bactérie P. fluorescens est également bien connue pour sa tolérance aux métaux (El
Ouakfaoui, 2015). Elle a montré une capacité in vitro a tolérer les quantités pertinentes de
métaux lourds, de pesticides, d’herbicides et de composés phénoliques (Petriccione et al.,
2013).

La bioaccumulation intracellulaire des métaux et I'noméostasie dans le cytosol cellulaire
impliquent des métallothionéines bactériennes riches en cystéine de poids moléculaire
compris entre 3,5 et 14 kDa, ces protéines uniques démontrent également une induction en
réponse a des métaux lourds spécifiques tels que Cd, Pb, Zn et Cu (Naik, 2012). Les
métallothionéines jouent un rdle important dans I’immobilisation des métaux lourds toxiques
protégeant ainsi les processus métaboliques bactériens catalysés par des enzymes (Naik,
2012).

1.2.2.2. Résistance aux hydrocarbures

P. fluorescens Migula 1895-DSMZ produisait un biosurfactant de type rhamnolipidique
et présentait une bonne activité moussante, émulsifiante, et antimicrobienne (Abouseoud et
al., 2008). Ainsi que la solubilité du naphtaléne, ce qui montre son potentiel d’application
dans la bioremédiation et dans la contamination par des hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAP) dans I’environnement (Abouseoud et al., 2010).
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1.2.2.3. Résistance aux antibiotiques

Les bactéries produisant des antibiotiques ont plusieurs stratégies communes pour
empécher leurs propres antibiotiques de les éradiquer (Yanagisawa et Kawakami, 2003).
L’acide pseudomonique est un antibiotique connu comme un puissant inhibiteur de
nombreuses isoleucyl-ARNt synthétases (lleRS) bactériennes, la cible de I'acide
pseudomonique, P. fluorescens est totalement insensible a I'antibiotique qu'il produit a cause
de la présence de ces deux IleRS distincts (1leRS-R1 et 1leRS-R2), surtout la deuxiéme qui a
une affinité nettement réduite pour 1’antibiotique (Yanagisawa et Kawakami, 2003).

L’émergence mondiale de P. fluorescens montre un mécanisme de résistance a tous les
antimicrobiens existants, en raison de sa forte capacité a acquérir de la résistance (Trivedi et
al., 2015).

Dans une étude de Kittinger et al., (2016).des especes de Pseudomonas (parmi eux
I’espéce P. Fluorescens) de type sauvage sont sensibles a tous les 10 antibiotiques testés, a
I'exception de SXT (sulfaméthoxazole / triméthoprime) L’état naturel de compétence requis
pour assimiler in situ le matériel génétique étrangé a été confirmé par P. fluorescens
(Luczkiewicz et al., 2015). De plus, il a été suggéré que les Pseudomonas spp. ont été trouvés
a développer facilement une résistance aux antimicrobiens par I’acquisition de geénes de
résistance a médiation plasmidique (Luczkiewicz et al., 2015).

Dans les plans d'eau tels que les effluents d'eaux usées, les lacs et les riviéres, des
bactéries de différentes sources, par exemple des déchets urbains, industriels et agricoles,
probablement sélectionnées en raison d'une utilisation intensive d'antibiotiques, sont
collectées et mélangées a des espéces environnementales, cela peut provoquer l'apparition de
résistances (Agnese et al., 2012).

Certains mécanismes de résistance (pompes a efflux, B-lactamases de I'AmpC
chromosomique, par exemple) sont régulés de maniere précise dans leur expression et,
conferent une sensibilité naturellement réduite aux médicaments (Agnese et al., 2012). Les
mutations dans les architectures génomiques entrainent leur surexpression et leur haut niveau
de résistance aux antibiotiques, sachant que les genes AmpC sont largement répandus dans les
especes bactériennes d’origine environnementale tel que P. fluorescens (Agnese et al., 2012).

Les adaptations phénotypiques et les effets protecteurs physiques ont toujours été
considérés comme le principal mécanisme de résistance au glutaraldehyde, qui est un biocide
couramment utilisé dans les hopitaux, le traitement de I'eau, le pétrole et le gaz, la production

alimentaire et d'autres industries (Vikram et al., 2015). Des études génétiques récentes
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indiquent que les pompes a efflux contribuent a la résistance au glutaraldéhyde dans les

biofilms de P. fluorescens et de P. aeruginosa (Vikram et al., 2015).
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Chapitre 11 La production des métabolites chez Pseudomonas fluorescens

11.1. La production des métabolites chez Pseudomonas fluorescens

Chez la bactérie de biocontréle P. fluorescens CHAO, le systeme GacS-GacA contrble
I'expression de produits extracellulaires tels que les antibiotiques, les exo-enzymes et le cyanure
d'’hydrogéne (Blumer et al., 1999) (Figure 02).

2,4-diacetylphloroglucinol
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Figure 02 : Représentation circulaire du génome de Pseudomonas fluorescens Pf-5 (Gross et
Loper, 2009).

L'échelle externe désigne les coordonnées en paires de bases (pb), avec I'origine de réplication a 1 pb. Le troisieme
cercle représente I'ensemble des 1489 genes P. fluorescens Pf-5 qui ne se trouvent pas dans les génomes de P.
aeruginosa PAQOL, P. syringaepv. tomato DC3000 et P. putida KT2440. Le quatrieme cercle représente I'ensemble
des 1472 genes qui ne se trouvent pas dans les génomes de P. fluorescens SBW25 ou PfO-1. Le cinquiéme cercle
représente neuf groupes de génes de métabolites secondaires. Le septieme cercle représente 1’ile mobile PFGI-1
dans I’olivier et les régions de phage.
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I1.1.1. Les antimicrobiens
11.1.1.1. La mupirocine (Bactroban)

La mupirocine a une structure chimique différente de celle de tout autre agent
antimicrobien, contenant une chaine latérale d'acide gras courte (acide 9-hydroxy-nonanoique)
liee a I'acide monique par une liaison ester (Judith et al., 2015). La mupirocine était autrefois
appelée acide pseudomonique car son principal métabolite est dérivé de la fermentation
submergée par P. fluorescens (Judith et al., 2015).

La mupirocine produite par P. fluorescens NCIMB 10586, est d’une activité élevée contre
Staphylococcus aureus, S. epidermidis et d’autres bactéries a Gram positif. Cet antibiotique
inhibe la synthése de I'ARN et des protéines bactériennes en se liant a l'isoleucyl-ARNt
synthétase (IleRS) afin d'empécher I'incorporation d'isoleucine dans des protéines bactériennes
(Yanagisawa et Kawakami, 2003 ; Gallagher et al., 2012 ; Kumar, 2017) . Le spectre
antimicrobien de la mupirocine comprend aussi les Staphylococcus aureus résistant et sensibles
a la méthicilline (SARM, SASM), les streptocoques, les anaérobies et les entérobactéries
(Kumar, 2017).

La mupirocine est principalement utilisé comme creme nasale dans le cadre
thérapeutique, elle peut également étre appliqué a la trachéotomie, a la gastrostomie et a d'autres
sites fréquemment colonisés par le SARM (Fraise, 2010). Elle est principalement utilisée
comme application topique pour les infections cutanées, telles que I'impétigo dd a S. aureus ou

a S. pyogenes (Kumar, 2017).

11.1.1.2. La safracine

La safracine est un antibiotique a activité antitumorale produit par P. fluorescens A2-2
(Velasco et al., 2005). Structurellement, cette antibiotique appartient a la famille des
saframycines (Okumoto et al., 1985). Son ensemble du groupe de génes synthétiques couvre
17,5 kb. Le groupe de safracine comprend 10 cadres de lecture ouverts codant pour : trois
NRPS, trois enzymes de biosynthése de précurseurs de safracine, deux enzymes de
personnalisation de safracine, une protéine de résistance de safracine et une petite protéine

hypothétique de fonction inconnue (Velasco et al., 2005).

11.1.1.3. Les analogues de la rhizoxine

Les produits synthétisés a partir d'un groupe de génes hybrides polykétide synthase /
peptide synthétase non-ribosomal dans le genome de P. fluorescens Pf-5 ont été identifiés, et
cing analogues de la rhizoxine, ayant des activités antifongiques, phytotoxiques et

antitumorales, ont été produits par Pf-5 (Loper et al., 2008). Parmi ces analogues, le composé
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prédominant, WF-1360 F, et le composé nouvellement décrit 22 Z -WF-1360 F étaient les plus
toxiques contre deux agents phytopathogenes (Botrytis cinerea et Phytophthora ramorum) et

trois espéces vegetales (riz, pois et concombre) (Loper et al., 2008).

11.1.1.4. DAPG (2,4-diacétylephloroglucinol)

Ce compose était également impliqué dans I'élicitation des défenses des plantes par la
résistance systémique induite, et directement dans la modulation de I'équilibre hormonal des
plantes en agissant comme un composé mimétique de l'auxine. La synthése de DAPG a été
jusqu'a présent associée a la présence du groupe de genes phl, comprenant I'opéron phIACBDE
et d'autres genes tels que phlF, phlG, phlH et phll (Almario et al.,2017).

Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescentes associées aux plantes, produisent
le DAPG (Velusamy et al., 2006), il est produit par P. fluorescens a la fois in vitro et dans la
rhizosphere du blé (Marchand et al., 2000).

Il posséde des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et antihelminthiques,
et joue un réle important dans la lutte biologique contre les maladies du tabac, du blé et de la

betterave a sucre (Velusamy et al., 2006).

11.1.1.5. La pyrrolnitrine (PRN)

Pyrrolnitrine [3-Chloro-4-(2'-nitro-3'-chlorophenyl) pyrrole] a été isolée en 1964 en tant
qu'antibiotique de Pseudomonas pyrrocinia présentant une activité contre les champignons, les
levures et les bactéries a Gram positif. Plus tard, elle s'est avérée étre produite par une grande
variété de bactéries différentes, telles que I’espece de Pseudomonas. La biosynthése de la PRN
chez P. fluorescens Pf-5 est contrdlée par le facteur sigma en phase stationnaire, RpoS (Park
etal., 2011).

L'activité de la pyrrolnitrine est principalement I’inhibition du glycérol kinase entrainant
I’accumulation de glycérol et des membranes cellulaires. Les premieres tentatives d'isolement
du groupe de génes biosynthétiques de PRN a partir de P. fluorescens ont conduit a la détection
d'un régulateur global nécessaire a la formation de chitinase, cyanure et pyrrolnitrine par P.
fluorescens (Pée, 2012).

La PRN est un inhibiteur de la chaine respiratoire fongique. Elle est utilisée comme
antimycose topique chez I'nomme, et un dérivé de pyrrolnitrine présentant une plus grande

stabilité environnementale qui est utilisé comme fongicide agricole (Gross et Loper, 2009).
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11.1.1.6. La Pyolutéorine (PLT)

La pyolutéorine est un polycétide phénolique doté de propriétés bactéricides, herbicides
et fongicides. Le PIt peut supprimer la fonte des semis causée par le champignon Pythium
ultimum dans le coton (Mousa et Raizada, 2015) Mais pas les autres pathogénes comme
Alternaria sp., Fusarium sp., R.solani, T.basicola et Verticillium dahliae (Mukerji, 2004).

Le PLt et les phénazines peuvent agir de maniere synergique pour supprimer de telles
maladies fongiques transmises du sol, certaines études suggérant que les deux voies de
biosynthése interagissent (Mousa et Raizada, 2015). Ainsi que la production de DAPG et de
PLT est équilibrée, chaque composé inhibant la synthése de l'autre et les mutants déficients en
PLT surproduisent le DAPG (Neidig et al., 2011).

La pyolutéorine est produite par plusieurs espéces de Pseudomonas (Meliani, 2012), mais
son rdle dans la suppression d’agents phytopathogénes a été étudié surtout chez les souches de
P. fluorescens CHAO et Pf-5 (Meliani, 2012 ; Brodhagen et al., 2004).

La biosynthese de PIt implique la condensation de la proline avec trois équivalents en
acétate par chloration et oxydation. Chez P. fluorescens Pf-5, un segment de 24 kb contient
I'opéron biosynthétique du PLt (pItABCDEFG) (Mousa et Raizada, 2015).

11.1.1.7. Les phénazines

Les phénazines sont des métabolites secondaires aromatiques colorés contenant de l'azote
produits par diverses especes de bactéries (Hadla et Halabi, 2018). Pseudomonas,
Burkholderia, Pectobacterium, Brevibacterium et Streptomyces (Mavrodi et al., 2010),les
excretent en grande quantité dans I'environnement sous une forme visible a 1'eeil nu, les
chercheurs ont identifié plus de 100 origines naturelles de phénazines, ayant une activité
antimicrobienne contre les bactéries et les champignons des plantes (Hadla et Halabi, 2018).

Il a été montré que seuls les P. fluorescens sont capables de produire de I'acide phénazine-
1-carboxylique (PCA), au lieu de cela, en raison de la présence de différentes enzymes
spécifiques, P. aeruginosa et P. chlororaphis ont la capacité de produire plus de dérivés a base
de phénazine tels que la phénazine-1-carboxamide (PCN), la pyocyanine (5-N-méthyl-1-
hydroxyphénazine), la 1-hydroxyphénazine (1-OH -PHZ) et I’'PCA également (Hadla et
Halabi, 2018).

L’opéron PhzABCDEFG est principalement conservé chez P. chlororaphis, P.
fluorescens et P. aeruginosa et il a été identifié comme étant I'opéron responsable de la
biosynthése de la PCA a partir de chorismate (Hadla et Halabi, 2018). Les Pseudomonas

produisent le PCA d’une maniere dépendante de la densité bactérienne, dans les phases
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exponentielles tardives et stationnaires précoces, ce qui suggere que cette production est régulee
par le QS (Hadla et Halabi, 2018).

Les mécanismes d'action comprennent : (1) I'accumulation de molécules toxiques telles
que le peroxyde d’hydrogene et le superoxyde en raison du potentiel rédox de la phénazine ; et

(2) élicitation de la résistance induite a I'néte (Mousa et Raizada, 2015).

11.1.1.8. L’aérugine

La souche P. fluorescens MM-B16 a montré une forte activité antifongique vis-a-vis de
certains agents pathogenes des plantes par production de I'aérugine [4-hydroxyméthyl-2- (2-
hydroxyphényl) -2-thiazoline] les champignons Colletotrichum orbiculare, Phytophthora
capsici et Pythium ultimum étaient les plus sensibles a cette antibiotique. Cependant, aucune
activité n’a été trouvée contre les levures et les bactéries, méme a des concentrations supérieures

a 100 pug ml™? (Lee et al., 2003).

11.1.1.9 Les lipopeptides cycliques(CLP)
Les CLP sont synthétisés par des NRPS (Vanvlassenbroeck, 2012), et possedent de
vastes activités spectrales, contre les bactéries, les champignons, les protozoaires et les lignées

de cellules tumorales humaines (Ma et al., 2016).

11.1.1.9.1. Le Massétolide A

Le massetolide A est un antibiotique et un tensioactif lipopeptidique cyclique (CLP)
produit par diverses souches de Pseudomonas, c’est un oligopeptide cyclique de 9 acides
aminés lié a I'acide 3-hydroxydécanoique (Bruijn et al., 2007). Le Massetolide A a été identifié
chez P. fluorescens SS101, une souche de biocontrdle isolée de la rhizosphére du blé, puis
décrite plus tard comme Pseudomonas sp. la souche MF-30 (Bruijn et al., 2007). Le
massétolide A possede une action antimicrobienne a large spectre : il inhibe la croissance de
Mycobacterium tuberculosis et de Mycobacterium avium il aussi des effets destructeurs sur les
zoospores des agents pathogenes multiples des oomycétes, C’est un déterminant important de

I'activité de P. fluorescens SS101 contre Phytophthora infestans (Bruijn et al., 2007).

11.1.1.9.2. La Nunamycine et la Nunapeptine
La Nunamycine et la Nunapeptine sont deux lipopeptides cycliques antimicrobiens,
produits par P. fluorescens In5, situées sur deux groupes de génes appelés régulon non-nup, est

régulée par le régulateur de transcription NunF, de type LuxR (Hennessy et al., 2017).
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11.1.1.9.3. Autres CLP antimicrobiens

Selon Nielsen et Sgrensen (2003) les souches DR54, 96.578 et DSS73 de P. fluorescens
étudiées produisent trois CLP différentes, la viscosinamide, la tensin et la amphisine, toutes
montrant des activités antagonistes contre deux champignons phytopathogénes Pythium
ultimum et Rhizoctonia solani.

La production de viscosinamide est couplée au métabolisme primaire et a la prolifération
cellulaire chez les bactéries productrices, et donc elle est controlée par le substrat de croissance
et les conditions nutritionnelles. L’amphisine (groupe A1) et la tensin (groupe d’amphisine A4)
est produite lorsque les cellules entrent en phase stationnaire (Nielsen et Sgrensen, 2003).

Les CLP de type orfamide sont des biosurfactants produits par Pseudomonas et impliqués
dans la lyse des zoospores des oomycetes, le contrble biologique de Rhizoctonia et I'activité
insecticide contre les pucerons. Des orfamides ont été découverts pour la premiere fois dans
une nouvelle approche génomisotopique dans la souche de biocontréle bien connue

Pseudomonas protegens Pf-5 (Ma et al., 2016).

11.1.1.10. Cyanure d'hydrogéne (HCN)

Le cyanure d’hydrogene (HCN) est un métabolite secondaire volatil produit par diverses
pseudomonades fluorescentes de la rhizosphere, ou il exerce une activité de biocontrdle sur des
champignons pathogenes tels que Thielaviopsis basicola, I'agent causal de la pourriture noire
du tabac (Mousa et Raizada, 2015). Mécaniquement, le HCN fonctionne en inhibant des
métalloenzymes importantes telles que le cytochrome ¢ oxydase et / ou en complexant des
métaux dans le sol (Mousa et Raizada, 2015). Le HCN est biosynthétisé a partir de glycine
dans une réaction d'oxydation catalysée par I’ HCN synthase, un flavoenzyme lié a la membrane
et en présence d'un accepteur d'électrons tel que le méthosulfate de phénazine (Mousa et
Raizada, 2015).

Les souches de P. fluorescens sont parmi les productrices de HCN (Ramette et al., 2003 ;

Nagarajkumar et al., 2004).

11.1.2. Les toxines

Les Pseudomonas peuvent également produire des insecticides, notamment la toxine
« Fit » de P. fluorescens Pf-5 contre le ver de corne du tabac (Silby et al., 2011).

Un geéne de la toxine 1 d’insectes Hector d’Androctonus australis (AaHIT1), 1'un des
peptides les plus toxiques pour la sélection d’insectes (anti-insecte), a été cloné dans une souche

de P. fluorescens par le vecteur pSUP106, les essais biologiques ont indiqué que la souche
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manipulée était capable de produire de I'AaHIT1 avec une activité insecticide, tout en
maintenant I'activité anti-phytopathogéne (Lu et al., 2010).

Il a d'abord été signalé qu'une souche de P. fluorescens exprimant une neurotoxine
scorpion active avait une double activité contre les champignons et les insectes

phytopathogeénes, intéressante pour les applications agronomiques (Lu et al., 2010).

11.1.3. Les enzymes
11.1.3.1. La peptidase

Les profils de peptidase associés aux cellules de 12 souches de P. fluorescens (biotypes
ATCC 948 considéree comme référence et 11 apparentés) ont été examinés. En utilisant le
systeme Analytab APl ZYM, une activité peptidase forte et générale a été détectée en utilisant
les L-lysyl-, L-pyrrolidonyl-, L-arginyl-, L-alanyl et glycyl-glycyl-B-naphthylamides comme
substrats. Inversement, les substrats de L-tyrosyle, L-phénylalanyle, L-histidyle, L-prolyl-, y-
L-glutamyl-B-naphtylamides ont été hydrolysés par seulement quelques souches. Les
peptidases étaient donc actives sur les substrats responsables du golt amer des produits laitiers
(Gobbetti et Rossi, 1992).

11.1.3.2. La protéase

P. fluorescens 07A, une souche protéolytique, produit une protéase extracellulaire
responsable de la détérioration du lait, cette enzyme a un poids moléculaire de 49,486 kDa et
hydrolyse la gélatine, la caséine et I'azocaseine, I'enzyme a 477 AA et des domaines de liaison
hautement conservés avec Ca? * et Zn? *, indiquant que Ca?*, le principal ion du lait, est
également un cofacteur (Alves et al., 2016). La production de protéase et de lipase

extracellulaires de P. fluorescens B52 augmente dans un milieu lacté (Rowe, 1988).

11.1.3.3. La glycérol-phosphodiesterase

La Glycérol-phosphodiesterases GIpQII sécrétées, trouvées chez P. fluorescens SBW25,
dans ces souches de Pseudomonas, le clivage de la glycérolphosphorylcholine et de son produit
de dégradation, glycérol-3-phosphateG3P, se produit de maniére extracellulaire, permettant a
d'autres bactéries de bénéficier de ce metabolisme (Lidbury et al., 2017).

11.1.3.4. La chitinase, la g-1,3-glucanase et la cellulase
La chitinase et la B-1,3-glucanase hydrolysent respectivement la chitine et le p-1,3-
glucane, qui sont des composants majeurs de la paroi cellulaire des champignons pathogénes.

Des souches de PGPR comme P. fluorescens ont été developpées commercialement sous forme
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de formulation a base de talc et testées contre plusieurs maladies des cultures (Vivekananthan
et al., 2004).

Une chitinase purifiee a partir de P. fluorescens a montré une activité insecticide contre
le moustique du thé Helopeltis theivora, est un ravageur insidieux qui représente une menace
économique importante pour les plantations de thé, le mode d'action de la toxicité de la chitinase
est I'nydrolyse enzymatique de la chitine, constituant commun de I'exosquelette et de la
mugqueuse de la membrane péritrophe de l'insecte (Suganthi et al., 2017).

Abdul-kadhim et Jarallahont (2013) ont isolé dix-huit isolats de bactéries cellulytiques
a partir des sols d’agriculture et apres identification, les résultats ont montré que tous les isolats

bactériens font partie de P. fluorescens.

I1.1.4. Les sidérophores

Les sidérophores, du grec pherein et sideros, signifiant « porter le fer » (Vaulont et
Schalksont, 2015) se sont de petites molécules organiques produites par des microorganismes
dans des conditions limitant en fer (Saha et al., 2016). Dans I'environnement, la forme ferrique
du fer est insoluble et inaccessible au pH physiologique (7,35 a 7,40), dans ces conditions, les
microorganismes synthétisent des sidérophores qui ont une forte affinité pour le fer ferrique,
puis il est réduit en fer ferreux dans le cytosol et devient accessible aux micro-organismes (Saha
etal., 2016).

Certaines maladies dues a une surcharge en fer, par exemple la drépanocytose, peuvent
étre traitées a l'aide de sidérophores (Saha et al., 2016). Les autres applications médicales des
sidérophores comprennent I'activité antipaludique, I'élimination des transuraniens du corps et

I'activité anticancéreuse (Saha et al., 2016).

11.1.4.1. La pyochéline

L’énantio-pyochéline est dérivé de la thiazolidine [2(2-0-hydroxy- phenyl-2-thiazolin-
4yl)-3-methylthiazolidine-4-carboxylic acid], cette molécule résulte de la condensation du
salicylate et de deux résidus cystéines (Hannauer, 2011).

Les différences entre pyochéline et énantio-pyochéline sont la nature stéréochimique
uniquement, tandis que les éléments constitutifs, tels que le salicylate et la cysteine, ne sont pas
alterés (Youard et al., 2007).

En produisant de I'énantio-pyochéline, les souches Pf-5 et CHAO ont mis au point un
mécanisme permettant de séquestrer le fer sous une forme disponible pour elles-mémes, mais

non pour les bactéries concurrentes (Gross et Loper, 2009), méme P. aeruginosa (Youard et
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al., 2007). On suppose que cette stratégie confere un avantage concurrentiel a Pf-5 eta CHAO
dans des environnements naturels ou les concentrations de fer biologiquement disponible sont
limitées (Gross et Loper, 2009). L'énantio-pyochéline chez P. fluorescens agit aussi comme
inducteur de ses propres genes de biosynthese, ressemblant ainsi a la pyochéline, qui est a la

fois un sidérophore et une molécule de signalisation chez P. aeruginosa (Youard et al., 2007).

11.1.4.2. La Pseudomonine

La pseudomonine est un sidérophore d'isoxazolidone qui a été initialement caractérisé
chez P. fluorescens AH2 (Anthoni et al., 1995). La pseudomonine est similaire a la pyochéline,
constituée de 1’acide salicylique et de deux fractions d’acides aminés hétérocycliques (Gross
et Loper, 2009).

Ces génes de biosynthese ont été localisés par Bakker (2001) dans la souche de
biocontrole P. fluorescens WCS374 (Gross et Loper, 2009).

Le groupe Pms de 21 kb est divisé en sept genes codant, pour trois NPRS (PmsG, D, E)
et quatre enzymes biosynthétiques précurseurs (PmsA, B, C, F), le point de départ de la
biosynthése de la pseudomonine est la formation d'acide salicylique a partir du chorismate par
I'isochorismate synthase PmsC et I'isochorismate-pyruvate lyase PmsB, respectivement, suivie

de son activation par le domaine A de PmsE (Gross et Loper, 2009).

11.1.4.3. La Pyoverdine (Pvd)

La pyoverdine (pseudobactine) est un sidérophore fluorescent (Ringel et Briser, 2018),
environ 1500 Da (Ruiz et al., 2015). Un pigment jaune-vert soluble dans I'eau, est un puissant
piégeur et transporteur efficace du fer (111), elle représente un marqueur pour la différenciation
bactérienne (Meyer, 2000).

La production de pyoverdines par des Pseudomonades fluorescentes permet leur
colonisation d’hétes allant de I’homme a la plante (Ringel et Bruser, 2018). Les pyoverdines
sont des peptides d’origine non-ribosomiale produits par les Pseudomonas fluorescents, tel que
les souches Pf-5, PfO-1 et SBW25 de P. fluorescens (Vanvlassenbroeck, 2012). Les Pvds sont
constituées de trois parties distinctes : le chromophore, la chaine latérale du chromophore et la

chaine peptidique (Vanvlassenbroeck, 2012).
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11.1.5. Les Phytohormones
11.1.5.1. L acide indole-3-acétique (AlA)

C’est 1'auxine naturelle la plus répandue, est une hormone produite par les plantes, les
champignons et les bactéries (Li et al., 2018).

De nombreux chercheurs ont signalé que des bactéries promotrices de la croissance
peuvent produire de I'AlA, et appartenant a différents genres comme Bacillus et Pseudomonas
(Ozdal et al., 2017). Ou elle agit comme une molécule de signalisation qui a des effets
importants sur la communication entre les plantes et les microorganismes et favorise la
croissance des plantes (Li et al., 2018). Dix isolats de P. fluorescens ont été isolés et étudiés
par une équipe indienne, tous les isolats ont manifesté une production de I’AIA et de 1’acide
Gibbérellique (GA3) (Shahira et al., 2015) .

Les microorganismes de la rhizosphere qui interagissent avec les plantes perturbent leur
développement en raison du déséquilibre d’auxine, donc ils peuvent affecter la plante de
maniére positive ou négative (Vega-Celedon et al., 2016).

La biosynthése de I’ AIA chez la souche CHAO a été étudiée, deux activités enzymatiques
clés se sont avérées impliquées: I’oxydase de la chaine latérale du tryptophane et la

transaminase du tryptophane (Oberhansli et al., 1991).

11.1.5.2. Cytokinines

P. fluorescens 6-8, un isolat de la rhizosphére qui stimule 1’allongement des racines du
canola (Brassica napus L.), est caractérisé par sa capacité a produire de 1’acide indole-3-
acetique et des cytokinines en culture pure et dans la rhizosphére du canola en conditions
gnotobiotiques (Pallai et al., 2012).

Les cytokinines, régulent le développement et la physiologie des plantes ainsi que leur
immunité, leur production par des micro-organismes n’a pas été considérée comme un
mécanisme de biocontréle, mais nous identifions la capacité de P. fluorescens G20-18 a
contrdler efficacement I’infection a P. syringae chez Arabidopsis, permettant ainsi de préserver
I’intégrité des tissus et, a terme, le rendement en biomasse (Grobkinsky et al., 2016). La
production de cytokinines microbiennes a été identifiée comme un déterminant clé de cet effet

de biocontr6le sur le pathogene bactérien hémibiotrophique (Grobkinsky et al., 2016).

11.1.5.3. ACC désaminase
Les PGPR possédant une activitt ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate)
désaminase réduit le niveau de stress en éthylene, ce qui confere une résistance et améliore la

croissance des plantes dans différentes conditions de stress (Safari et al., 2018).
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La bactérie benéfique pour les plantes P. fluorescens F113 abrite un gene acdS, qui
permet la désamination de I’ACC (Vacheron et al., 2016). L'impact des facteurs abiotiques et
biotiques sur I'expression de ce géne a été evalué, et différents modeles de colonisation racinaire
et d'expression acdS ont été observés en fonction du génotype de la plante (mais) (Vacheron
et al., 2016).
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Chapitre 111 Caractérisation structurel et fonctionnel de la pyoverdine

I11.1. Généralités

En 1892, Gessard découvrit des pigments fluorescents jaune-vert d'origine
bactérienne qu'il nomma fluorescéines et pseudobactines. Ces pigments, ont été
renommés plus tard pyoverdine par Turfreijer (Ringel et Bruser, 2018).

Les pyoverdines (Pvds) appartiennent a la famille des sidérophores,
caractérisant les Pseudomonas fluorescents, elles sont responsables de la couleur verte
de ces bactéries (Dahah, 2017). Leur implication dans I’acquisition du fer a été
établie de maniére concluante a la fin des années 1970 grace aux travaux fondateurs
de J-M. Meyer et ses collaborateurs (Meliani, 2012). La pyoverdine a une affinité
élevée pour les ions fer ferriques, qui représente une exigence fondamentale pour la
croissance des Pseudomonas, et la production abondante de cette molécule est
stimulée dans les milieux carences en fer (Dahah, 2017).

111.2. Structure générale de la pyoverdine

La premiére structure de la pyoverdine a été établie par cristallographie au début
des années 80. Plus de 60 structures sont aujourd’hui connues grace aux outils
d’analyse tels que la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de
masse (Vanvlassenbroeck, 2012).

Les pyoverdines (Figure 03) sont toutes composés de trois parties
caractéristiques :(1) Le chromophore est un dérivé de la quinoline (2,3-diamino-6,7-
dihydroxyquinoline) conservé chez toutes les Pvds. Il est responsable de la couleur et
de la fluorescence typiques des Pvds, (2) une chaine acyle attachée au groupe NH; du
Chromophore, et (3) une chaine peptidique liée par son extrémité N-terminale au

groupe carboxyle du chromophore (Meyer, 2000).
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Figure 03 : La pyoverdine de Pseudomonas fluorescens (souche ATCC 13525)

(a) Structure chimique d'une pyoverdine illustrant sa structure peptidique dérivée, Les oxygeénes en
rouge représentent les atomes qui coordonnent le fer dans les structures 3D. (b) Structure de
pyoverdine ferrique prise a partir de la structure 3D d'une protéine de transport pyoverdine-Fe. Seuls
les atomes de pyoverdine et de fer (vert) sont représentés. Les deux groupes hydroxyle sur le
chromophore et les oxygénes de la chaine latérale FHO forment des interactions avec le fer (Peek et
al., 2012).
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111.2.1. La chaine peptidique

La chaine peptidique de la pyoverdines est constituée de 6 a 14 acides amines.
La molécule de la pyoverdine comporte trois sites destinés a la coordination du fer
ferrique (Fe*) au sein du sidérophore, deux de ces sites se trouvent sur la chaine
peptidique sous la forme de groupements hydroxymate et / ou R-hydroxycarboxylate
(Cézard et al., 2015)

La chaine peptidique est variable peut étre linéaire, cyclique ou partiellement
cyclique elle est liée par un groupe amide a la fonction carboxyle C1 du chromophore

ou C3 dans le cas des isopyoverdines (Figure 4) (Vanvlassenbroeck, 2012).

HOO D,q,,,nr,f—-xh ,s-"“"'xrc O0OH
HDM S HO —~ R,
e N=—>NH = =~ N I NH
H{:}fﬁ%f'# '“w.:’f""“xNHE HD-P"“‘%_,-”"‘%;:% N H2
(1) (2)

Figure 04 : Représentation schématique du chromophore de pyoverdine avec

localisation des atomes de carbones sur lesquels se fixent les chaines peptidiques.

Fixation de la chaine peptidique par le groupement carboxyle porté par le C1 du chromophore pour les
pyoverdines (1) et par le groupement carboxyle porté par le C3 du chromophore pour les
isopyoverdines (2) (Vanvlassenbroeck, 2012).

111.2.2. Le chromophore

Le chromophore, qui est le (1S) -5-amino-2,3-dihydro-8,9-dihydroxy-1H-
pyrimido [1,2-a] quinoléine-1-carboxylique acide, est identique pour tous les
pyoverdines analysés jusqu'a présent (Meyer, 2000).

Il chromophore est responsable des propriétés de la fluorescence de la molécule
lorsqu’elle n’est pas liée au fer, mais lorsqu’il est complexé a une molécule de fer, il
prend une forme cyclique et perd sa fluorescence (Vanvlassenbroeck, 2012).

Le chromophore contient une unité catéchol, qui est I'un des trois sites de

liaison pour Fe* (Cézard et al., 2015).

Page 24



Chapitre 111 Caractérisation structurel et fonctionnel de la pyoverdine

Les différentes structures de chromophores sont reprises sur la figure 05. Le
chromophore le plus commun chez les pyoverdines est le n°1 , le n°2 est le

chromophore retrouvé chez les isopyoverdines qui ne différent que par la position de

I’acide carboxylique ici porté par le C-3 du chromophore.
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Figure 05 : Structures des différents chromophores de sidérophores.
1.Pyoverdine, 2.lsopyoverdines, 3.Azotobactine, 4.Succinopyoverdine, 5.R=H,dihydropyoverdie,

6. R=SO3H, dihydropyoverdine-7-sulfonique acide, 7. Ferribactine (Budzikiewicz et al., 2006).

111.2.3. La chaine latérale du chromophore

La chaine latérale acyle est constituée dans la plupart des cas d’un acide
dicarboxylique (acide succinique ou acide maléique ou acide a-cétoglutarique) ou
d’un dérivé amide de cet acide. Elle est liée au groupe amino du chromophore en

position C3 (Meksem, 2010).
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I11.3. Biosynthese et secrétion de la pyoverdine

La biosynthese de la pyoverdine est un processus complexe nécessitant de
nombreuses étapes qui impliquent au moins 11 enzymes différentes et faisant
intervenir plus de 20 génes (Trapet, 2015).

L’ensemble des geénes impliqués dans la biosyntheése, la sécrétion de la
pyoverdine et I’acquisition du fer par la pyoverdine est localisé sur le « locus Pvd »,
La Pvd est synthétisée par un systeme impliquant des peptides synthétases non
ribosomiques (NRPS) (Dahah, 2017)

Cette biosynthese débute dans le cytoplasme, ou des peptides synthétases non
ribosomiques (NRPS) tels que PvdL, Pvdl et PvdD (selon la souche) assemblent une
ferribactine initialement acylée, le précurseur du peptide de pyoverdines (Meksem,
2010).

Le précurseur ferribactine acylée est synthétisé dans le cytoplasme par des
NRPS et des enzymes auxiliaires organisés en complexes associés a la membrane,
appelés «sidérosomes» (Ringel et Briser, 2018).

Le PvdL synthétise le tripeptide N-terminal conservé avec son acylation, les
autres NRPS sont responsables du reste du peptide et varient donc entre les souches
ayant des séquences distinctes (Ringel et Bruser, 2018).

La ferribactine acylée est probablement exportée par le PvdE dans le
périplasme, ou elle est désacylée par I'nydrolase de type Ntn PvdQ, par la suite, le
PvdP catalyse la cyclisation par oxydation, ce qui entraine la dihydropyoverdine
(Ringel et Briser, 2018).

Le PvdO éventuellement en jonction avec d'autres protéines, facilite I'oxydation
finale en produisant le chromophore caractéristique de la pyoverdine. Ensuite, les
voies de modification des chaines latérales transforment la chaine latérale d'origine de
l'acide L-glutamique en succinamide catalysée par PvdN ou en o-cétoglutarate
catalysée par PtaA (Figure 06) (Ringel et Bruser, 2018).

Les pyoverdines modifiées sont ensuite sécrétées via divers systemes de
transport tels que PvdRT-OmpQ et se lient a l'extérieur du fer ferrique
(Meksem, 2010 ; Dehah, 2017).
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Figure 06 : La biosynthése, la sécrétion, I'absorption et le recyclage de pyoverdines
chez P. fluorescens A506 (Ringel et Briser, 2018).

I11.4. Pacquisition de fer via la pyoverdine
111.4.1. Le fer : un nutriment essentiel pour les microorganismes

Le fer est le quatrieme élément le plus abondant sur terre et il est largement
utilisé par les organismes, car il peut exister sous deux états d’oxydation fer ferreux
(Fe ?*) et fer ferrique (Fe®") ce qui explique sa participation a de nombreuses
réactions d’oxydo-réduction (Cornelis et al., 2013).

Le Fe * domine dans les environnements oxygénés, ce qui pose un probléme
pour les microorganismes ayant un style de vie aérobie en raison de la solubilité
extrémement faible de cette forme de métal (Cornelis et al., 2013).

A I’exception de quelque souches de Lactobacilli et des agents de la maladie de
lyme : Borrelia burgdorferi (Meliani, 2012) et de la syphilis : Treponema pallidum

tous les autres microorganismes ont besoin du fer pour se multiplier (Meksem, 2010).
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Une concentration de 10® M est estimée nécessaire pour une croissance bactérienne
optimale (Paulen, 2017).

Le fer est impliqué en tant que co-facteur enzymatique dans de nombreux
processus métaboliques majeurs comme la synthese des acides nucléiques, la
photosyntheése, la phosphorylation oxydative le transport et le stockage de 1’oxygéne,
la régulation génétique ou le transfert d’électrons (Meksem, 2010).

La différence entre les besoins bactériens a un nutriment essentiel et la
biodisponibilité du fer a conduit & faire doter les bactéries des systémes efficaces

d’acquisition du fer (Paulen, 2017).

111.4.2. Le transport de fer par la pyoverdine

Les mécanismes moléculaires impliqués dans le transport des ferrisidérophores
ont été intensivement étudiés ces derniéres années. Chez les bactéries & Gram-négatif,
tous les mécanismes d’acquisition du fer via les sidérophores impliquent pour le
passage de la membrane externe un transporteur, hautement spécifique a chaque
sidérophore (Yétérian, 2010).

La pyoverdine chélate le fer dans le milieu extracellulaire gréce a la fonction
catéchol du chromophore ainsi que deux fonctions hydroxamate portés par les acides
aminés de la chaine peptidique. Le complexe entre le fer et le sidérophore est de
steechiométrie 1 :1 avec une constante d’affinité de 103! M (Paulen, 2017).

Le ferri-pyoverdine est transporté dans le périplasme par les transporteurs de la
membrane externe FpvA (le transporteur principal) ou FpvB (transporteur
secondaire). Ces deux transporteurs sont activés par la force proton motrice de la
membrane interne, via la machinerie protéique TonB. Le fer est ensuite libéré par la
pyoverdine dans le cytoplasme par un processus de réduction du Fe*3en Fe' sans
dégradation du sidérophore, La pyoverdine est ainsi recyclée par la pompe PvdRT-
OpmQ pour étre relachée dans le milieu extracellulaire et participer a un nouveau
cycle (Figure 07) (Paulen, 2017).
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Figure 07 : Acquisition du fer par la voie pyoverdine (Paulen, 2017).

I11.5. Les applications de la pyoverdine

Les sidérophores ont de plusieurs applications, ils améliorent la croissance de
plusieurs microorganismes non cultivables, ils augmentent I'absorption de Fe par les
plantes comme ils sont utilisés contre les phytopathogenes et ont la capacité de

remplacer les pesticides dangereux (Saha et al., 2016).

I11.5.1. La pyoverdine en tant que biocapteur en améliorant la bioremédiation
des métaux lourds

La pyoverdine peut étre utilisée comme un outil puissant pour surveiller la
pollution par le cuivre dans I'environnement (Kun et al., 2016). Un biocapteur
fluorescent basé sur la pyoverdine, élément de reconnaissance biologique, permettant
de détecter selectivement les ions cuivre et dans une matrice compliquée et la
fluorescence de la pyoverdine est évidemment stoppée apres la liaison avec cuivre
(Figure 08) (Kun et al., 2016). Le biocapteur a été utilisé avec succés pour la
détection des ions du cuivre dans l'eau potable, I'eau de mer et les échantillons
biologiques, et les résultats obtenus concordent bien avec ceux obtenus par

spectrométrie de masse avec plasma a couplage inductif (Kun et al., 2016).
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Figure 08 : la perte de la fluorescence aprés une formation d’un complexe
pyoverdine-ion cuivre (Kun et al., 2016).

Il a été signalé que la sécrétion de pyoverdine par des Pseudomonas
fluorescents isolés d'une station de traitement des eaux usées et de compost peut
séquestrer le zinc de fagcon marquée et constituer ainsi un potentiel d'agent
biorémeédiant du zinc (Saha et al., 2016).

Edberg et al. ont étudié l'influence des pyoverdines de P. fluorescens sur
I'élimination des métaux de déchets provenant d'une ancienne mine d'uranium, les
métaux toxiques tels que Ni et U ont été complexés mais pas en quantité significative
par rapport a des métaux non toxiques tels que Fe (Cézard et al., 2015). Néanmoins,
le processus doit étre envisagé dans les cas ou les concentrations de métal toxique
sont élevées (Cézard et al., 2015).

Les pyoverdines ont un fort potentiel de dissolution, de liaison et de transport de
I'uranium dans I'environnement (Hussien et al., 2013). Dans des conditions optimales,
il a été constaté que la pyoverdine de Pseudomonas fluorescens SHA 281 était
complexée avec environ 90,48% et 86,41% d'U (VI) de monazite et de (Th-U)
concentré, respectivement (Hussien et al., 2013).

La concentration de la pyoverdine produite par P. fluorescens DSMZ 50090
(ATCC 13525) en présence de métaux Fe, Cu et Zn a été comparée aux
concentrations maximales admissibles indiquées dans la réglementation internationale
(par exemple 98/83/EC,), et une corrélation qui pourrait étre utile pour construire un

biocapteur colorimétrique a été observée (Chiado et al., 2013).
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111.5.2. La pyoverdine comme inhibiteur de corrosion

P. aeruginosa BUP; extraite du rumen d'animal a été utilis¢ comme inhibiteur
de corrosion pour l'acier doux dans du HCI 0,5 M, et son efficacité a été étudiée par
méthode gravimétrique, électrochimique spectroscopie d'impédance et techniques de
polarisation a des températures de 29,85°C, 34,85°C et 39,85°C, la pyoverdine de P.
aeruginosa presente une excellente efficacité d'inhibition dans ces températures
(Shainy et al., 2016).

L'adsorption de la pyoverdine sur une surface d'acier doux augmente la
résistance au transfert de charge et I'énergie d'activation de la corrosion des métaux.
Un rendement de protection de 97,55% a été signalé pour un inhibiteur de 10 ppm a
29,85°C, le biofilm bactérien peut protéger le métal méme a 34,85°C et 39,85°C et
son efficacité réduite a seulement 73 et 68%. La pyoverdine inhibe les réactions
anodiques et cathodiques et agit donc comme un inhibiteur de type mixte (Shainy et
al., 2016).

111.5.3. La pyoverdine en tant qu'agent de biocontrole potentiel

Les pyoverdines sont impliqués dans la lutte contre les maladies du
flétrissement de la pomme de terre causées par Fusarium oxysporum, elles sont
également actives contre Gaeumannomyces graminis, associé a un déficit de
croissance du blé et de l'orge, en plus il a été signalé que les pyoverdines suppriment

les agents phytopathogenes dans les cacahuétes et le mais (Saha et al., 2016).

111.5.4. L’effet antimicrobien de la pyoverdine

La pyoverdine de Pseudomonas aeruginosa PAla montré des effets inhibiteurs
sur la croissance, la production de sidérophores et la formation du biofilm de Vibrio
sp. marine (Vibrio parahaemolyticus WzW1 et Wz2121 et Vibrio cyclitrophicus
HS12) (Weiwei et al., 2016).

Il a été déterminé que cette pyoverdine avait une masse moléculaire de 1333,54
Da, telle que déterminée par MALDI-TOF / TOF, et appartenait a la pyoverdine de
type |, telle que déterminée par analyse PCR de son récepteur de ferri-pyoverdine de
la membrane externe correspondant (Weiwei et al., 2016).

De plus, les espéces d’animaux marins Apostichopus japonicus cultivée dans de
I'eau de mer prétraitée a la pyoverdine ont montrées un pourcentage relatif de survie

de 89% quand elles ont été mises au défi par Vibrio splendidus. Ces résultats ont
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démontré que la pyoverdine pourrait étre un agent prometteur pouvant potentiellement

étre appliqueé pour traiter la vibriose (Weiwei et al., 2016).

111.5.5. La pyoverdine favorise la croissance des plantes

Depuis plusieurs décennies, on sait que différentes espéces de Pseudomonas
peuvent améliorer la croissance des plantes en produisant de pyoverdine. Ces types de
bactéries sont donc considérés comme des bactéries favorisant la croissance des
plantes (Saha et al., 2016).

L’apo-pyoverdine Pseudomonas fluorescens était efficacement assimilé par les
plantes Arabidopsis thaliana et potentiellement transporté des racines aux pousses. La
présence de pyoverdine dans le tissu racinaire a été étudiée par ELISA en utilisant des
anticorps polyclonaux de lapin anti-pyoverdine, et de maniére remarquable, 1’apo-
pyoverdine a aboli le phénotype de carence en fer et a rétabli la croissance de plantes
maintenues dans le milieu pauvre en fer (Trapet et al., 2016).

Une expérience a été menée par Masalha et al. 2000, ou les plantes ont été
cultivées dans des conditions & la fois stériles et non stériles sur un sol de limon lcess.
Apreés l'incubation, il a été observé que les plantes cultivées dans des conditions non
stériles poussaient bien et présentaient des concentrations de Fe plus élevées dans les
racines (Saha et al., 2016).

Masalha et al. (2000) ont montré que la production de sidérophores microbiens
était totalement supprimée lorsque les plantes étaient cultivées dans des conditions
stériles. Ils ont donc conclu que les sidérophores microbiens pourraient étre

considérés comme une source de fer efficace pour les plantes (Saha et al., 2016).

111.5.6. La stratégie du cheval de Troie

Le sidérophore utilise la "stratégie du cheval de Troie" pour former des
complexes avec des antibiotiques et contribue a l'administration sélective
d'antibiotiques aux bactéries résistantes aux antibiotiques (Figure 09) (Saha et al.,
2016)

La pyoverdine produit par P. fluorescens ATCC 13525 a eté utilisé pour
construire un conjugué (Pv9446SebAmp) efficace contre P. aeruginosa, cette
pyoverdine contient un résidu alysine avec un groupe g-amino libre dans sa chaine
peptidique et peut étre utilisée pour I'absorption du fer par P. aeruginosa,

Contrairement a 1’ampicilline, ce conjugué présentai une activité antibactérienne
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élevée contre Pseudomonas aeruginosa ATCC15692 et ATCC 27853, efficace

uniquement contre la souche utilisant la pyoverdine pour I'absorption de fer (Kinzel et

al., 1998). Ceci suggere que le conjugué entrent dans la cellule bactérienne via le voie

d'absorption du ferripyoverdine (Kinzel et al., 1998).
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Figure 09 : les conjugués sidérophores / antibiotiques : exploitation de I'absorption de

fer pour administrer des médicaments contre les maladies bactériennes (Schalk,

2018).
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1. Echantillonnage

Des échantillons des racines des graminées sauvages (orge des rats : Hordeum murinum)
ont été collectés avec leur partie arienne dans des sachets en plastique et transportés au
laboratoire. L’échantillonnage a été effectué¢ dans deux régions de la wilaya de Mostaganem,
I'un dans un champ de pomme de terre a Touahria au mois de Novembre 2018, et l'autre dans

un endroit & Mesra au mois de Mars 2019.

2. Isolement des Pseudomonas

Des échantillons de racines ont été secoues vigoureusement pour enlever le sol qui adhere
(Vlassak et al, 1992). Pour isoler ces bactéries, de maniere aseptique 1 g de chaque échantillon
a été mis dans un tube contenant 9 ml d'eau distillée stérile, ensuite les tubes ont été agités par
un vortex.

Une série de suspensions-dilutions allant jusqu'a 10 a été réalisée a partir de chaque
¢échantillon avant d’étaler 0,1 ml de chaque suspensions dilutions en boites de Pétri contenant
le milieu de King B (Dahah, 2017). Deux boites Pétri ont été utilisées pour chaque dilution.

Aprés I'ensemencement, les boites ont été incubées a 30°C pendant 48h.

3. Purification des Pseudomonas fluorescents

Toutes les colonies productrices de pigment jaune-vert apparues sur les boites du milieu
King B ont été prélevées et ensemencés par la méthode des stries sur le milieu King A pour
purifier et détecter a la fois la présence de Pseudomonas aeruginosa.

L’observation macroscopique et microscopique aprés une coloration simple par la

fuchsine (Besson, 1898) a été utilisée pour confirmer I'obtention d'une culture pure.

4. Conservation des isolats
Les isolats ont été ensemencés en stries sur milieu gélosé inclinée en tubes, ensuite

incubés a 30°C pendant 48h en. Les cultures en tubes ont été conservées a 4°C.

5. Orientation vers I’espéce Pseudomonas fluorescens
Les souches conservees ont eté identifiées selon leurs caractéristiques morphologiques et
biochimiques, comme indiqué dans le Manuel de bactériologie systématique de Bergey

(Rekha, 2011), en permettant de sélectionner les souches P. fluorescens.

Dans cette étude, on a travaillé aussi avec deux souches de Pseudomonas fluorescens
(nommees PK et P14) identifiées par la galerie Api 20NE et conservées au glyceérol, elles ont

été fournies par Mlle MAZARI Hibat Errahmen du laboratoire de Microbiologie de
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Mostaganem. Ces souches provenaient de prélevement rhizosphérigue (orge des rats : Hordeum

murinum) d’un champ de vigne.

5.1. L’observation macroscopique

La morphologie et les pigments des colonies ont été étudiés sur le milieu King B apres
incubation & 30°C pendant 24h, puisqu'il s'agit d'un milieu sélectif pour les Pseudomonas
(Mazumdar et al., 2007).

5.2. L’observation microscopique
Une coloration de Gram et un examen en état frais ont été faite selon Denis et al (2007)
pour savoir le type de Gram, la taille des cellules (Narayanasamy, 2013), le mode de

regroupement et la mobilité (Delarras, 2014).

5.3. Croissance a 4°C et 42°C

Certains Pseudomonas comme P. fluorescens et P. putida ont la capacité de se développer
a des températures aussi basses que 4°C, P. aeruginosa peut étre séparé des autres Pseudomonas
spp. fluorescents (par exemple, P. fluorescens, P. putida) par sa capacité a se développer a 42
° C (Wisplinghoff, 2017). A partir de ¢a, des boites de milieu King B ont été ensemencées et
incubées a 4°C et 42°C pendant 24h. La lecture s’effectue par la présence ou 1’absence de la

culture bactérienne pour les deux températures.

5.4. Caractérisation biochimique
Quelques caracteres ont éeté étudiés par des tests biochimiques classiques pour

sélectionner progressivement les souches Pseudomonas fluorescens.

5.4.1. Test d’oxydase

La zone réactionnelle d'une bandelette réactive contient : du dichlorure de N, N-diméthyl-
1,4-phénylenediammonium 0,1 pmol, 1-naphtol 1,0 umol.
En présence d'oxygéne moléculaire, le systeme cytochrome oxydase / cytochrome ¢ peut
réduire un certain nombre de substances organiques, notamment le réactif dit NaDi (1 naphtol
+ diméthylparaphénylénediamine) pour former la molécule de condensation bleu indophénol.
En utilisant une pipette Pasteur, une seule colonie bien développée a été frottée avec la pipette
Pasteur sur la zone de réaction. La Comparaison avec I'échelle de couleur a été faite apres
environ 20 a 60 secondes. Chez les bactéries positives au cytochrome oxydase, la zone de

réaction passe du bleu au bleu-violet.
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5.4.2. Test de catalase
La recherche de catalase, qui agit sur le peroxyde d’hydrogéne pour produire de l'eau et
de l'oxygene. Une petite quantité d'une colonie est placée sur une lame de microscope et une
goutte de peroxyde d’hydrogéne 3% est ajoutée. Si la colonie est catalase positive, des bulles
de gaz sont produites et si il n'y a aucune production de bulles, ceci indique un résultat négatif
(Sirois, 2018). Selon Joffin et Leyral (2014), la réaction catalysée est la suivante :
2H,0, —» O2+2H0

5.4.3. Tests Voges — Proskauer et rouge de méthyle (VP-RM)

Les bactéries oxydatives ne sont pas concernees par ces tests (Joffin et Leyral, 2014),
pour cette raison, il a été réalisé pour confirmer que nos souches de Pseudomonas ne sont pas
fermentatives.

Le milieu de Clark et Lubs permet I'étude des produits de fermentation du glucose : pour
la différenciation entre deux types de fermentation « acides mixtes » et « butylene glycolique ».

Deux tubes de bouillon Clark et Lubs ont été ensemencés par la bactérie et incubés a
30 ° C pendant 48 heures. Ensuite quelques gouttes de réactif RM ont été ajoutées, I’absence
de changement de couleur montre un milieu Iégerement acide ou alcalin, la bactérie est dite
RM-, la coloration rouge montre un milieu relativement acide (RM+). Dans le test VP 3 goutes
de VP1 et 3 goutes de VP2 ont été ajoutées, puis le tube a été agité et incliné pour favoriser
I'oxygénation du milieu. La présence d'acétoine issu de la fermentation butylene glycolique se

traduit par une coloration rose, I'absence de changement de couleur indique un résultat négatif.

5.4.4. Test urée-indole (urée-tryptophane)

Ce milieu jaune orangé a été ensemencé par la bactérie et incubé a 30°C pendant 24h.
Aprés incubation, en premier temps la coloration rouge traduit une alcalinisation due a
I’hydrolyse d’urée par la bactérie (uréase +), et la coloration orange montre 1’absence
d’hydrolyse de I’urée (uréase -) (Joffin et Leyral, 2014). Ensuite, I’ajout de réactif de Kovacs
permet de mettre en évidence I’indole formé, la couche alcoolique se sépare de la couche

aqueuse et se colore alors en rouge (indole +) (Delarras, 2014).

5.4.5. Test TSI (Triple Sugar Iron)

La gelose TSI est un milieu qui différencie les bacilles a Gram négatif en fonction de leur
capacité a fermenter les sucres et a libérer 1’ HoS. Le milieu contient 0,1 % de glucose pour 1%
de lactose et 1% de saccharose. Le rouge de phénol sert d'indicateur pour détecter le changement

de pH et le sulfate ferreux détecte la formation d” HzS (Tang et Stratton, 2018).
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Le culot a été ensemencé par piqure centrale et la pente ensemencé en strie. L’incubation
a une température de 30°C pendant 24 h.

Le culot jaune indique une acidification et la bactérie est dite glucose positive, et
I’absence d’acidification est montrée par une couleur inchangée. La pente rouge indique une
absence d’acidification (la bactérie dégrade les acides aminés avec alcalinisation du milieu) et
la pente jaune montre une acidification.

Le Noircissement du milieu indique la production d’H>S. La production de gaz est
indiquée par des fissures dans la gélose et le gaz peut également pousser la gelose vers le haut
du tube (Tang et Stratton, 2018).

5.4.6. Test mannitol-mobilité-nitrate

Ce milieu avec une gélose molle a été ensemence par piqlre centrale et incubé a 30°C
pendant 24h. Les bactéries mannitol + acidifient le milieu qui vire de rouge au jaune, sachant
que I’acidification produite par les bactéries aérobies strictes est en général insuffisante pour
permettre le virage de l’indicateur. Les bactéries mobiles essaiment a partir de la strie

d’inoculation et troublent le milieu, et ceux qui ne sont pas mobile persistent prés de la piglre

(Joffin et Leyral, 2014).

5.4.7. Réduction de nitrate

La réduction de nitrate peut suivre diverses voies exothermiques : la réduction de nitrate
en nitrite (utilisant une nitrate-réductase) et la réduction de nitrate en diazote (utilisant une
nitrate-réductase et une nitrite-réductase) (Joffin et Leyral, 2014).

Le tube a été ensemenceé et étuvé a 30°C pendant 48h, aprées I’incubation 2 goutes de
chaque réactif nitrites (NR1 et NR2) ont été ajoutées. Une coloration rouge indique la présence
(nitrate réductase +). En cas de milieu incolore jaunatre, le zinc est ajouté si apres quelques
minutes la couleur reste inchangée ceci indique que le zinc n’a pas réduit le nitrate parce que
ce dernier a été réduit en azote par la bactérie (stade diazote). Une coloration rouge montre la
présence de nitrites, donc le zinc qui a réduit le nitrate, et la bactérie est nitrate réductase

négative.

5.4.8. Hydrolyse de la caséine
La caséine, protéine de lait, peut étre hydrolysée par certaines especes bactériennes, la
recherche de I’activité caséolytique est notamment utile dans 1’identification des Bacillus et

parfois des Pseudomonas (Delarras, 2014). P. fluorescens et P. aeruginosa hydrolysent la
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caséine a 82% et 83% respectivement, tandis que P. putida est caséine négative (Reynolds et
al., 1979).

Pour réaliser ce test la bactérie a été ensemencée en centre d’une gélose au lait en strie.
Ensuite les boites ont été incubées a 30°C pendant 48h a 72h. Apres incubation, les zones
d’éclaircissement du milieu autour des colonies traduisent un résultat positif, 1’absence de telles

zones exprime une caseinolyse négative (Delarras, 2014).

5.4.9. Hydrolyse de la gélatine

La gelatine est utilisée pour identifier les bactéries qui produisent I'enzyme protéolytique,
la gélatinase. Les organismes produisant de la gélatinase sont capables d'hydrolyser la gélatine
et lui font perdre ses caractéristiques gélifiantes (Tang et Stratton ,2018). Le tube de gélatine
solidifiée a été ensemencé par piqlre centrale et incubé a 30°C de 48h a 4 jours, puis placé a
4°C pendant 30 min.

D’aprés Delarras (2014) sile milieu liquide reste liquide ceci indique une gélatine
hydrolysée (27% de souches P. fluorescens), un milieu solidifié désigne une gélatine non

hydrolysée.

6. Souches des microorganismes cibles

Afin de déterminer les activités antagonistes et le spectre d’action des Pseudomonas, des
microorganismes cibles ont été utilisés. Les souches de référence proviennent de I’institut
Pasteur et du laboratoire de microbiologie et biologie végétal, Université Abdelhamid lbn Badis
Mostaganem. La souche Candida albicans de la flore vaginale est fournie par Mme
BECHELAGHEM Nadia de Laboratoire de Microbiologie et Biologie Végétale, Université
Abdelhamid Ibn Badis Mostaganem.

Les souches bactériennes (souches cibles) ont été examinées par une coloration de Gram
tandis que les deux souches de Candida ont été observées a 1’état frais. Toutes les souches cibles
ont eté ensemencees dans des milieux gélosé sélectifs et dans un milieu GN (tableau 01).
Ensuite une recherche de catalase et d’oxydase a été effectuée sur les bactéries cibles.

Les souches cibles ont été aussi ensemencées en strie sur la gélose King B carencé en fer,
et incubé a 37°C pendant 24h.
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Tableau 01 : les souches cibles et quelques milieux pour leur confirmation.

Les microorganismes cibles Milieu de culture
Staphylococcus aureus ATCC 33862 Chapman
Escherichia coli ATCC 25922 Mac Conkey et TSI
Proteus mirabilis ATCC 35659 Mac Conkey
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 King A
Bacillus subtilus ATCC 6633 GN
Bacillus cereus ATCC 10876 GN
Candida albicans ATCC 10231 Sabouraud
Candidat albicans Sabouraud

7. Test d’antagonisme in vitro (Méthode directe)

Dans ce travail deux milieux ont été utilisés pour 1’antagonisme, le milieu King B
standard, et le milieu King B additionné de 1 mg de Fe** L™ sous forme de FeCls 6H20 selon
Meyer et Abdallah (1978).

Cette méthode consiste a ensemencer les souches antagonistes de Pseudomonas
fluorescens (P10, P11, P14, P16, P20, PK) en trait a la surface du milieu solide et en bordure
de la boite de Pétri contenant la gélose. Apres incubation pendant 48h a 30°C, les souches testes
sont ensemences perpendiculairement au trait de Pseudomonas fluorescens (figurel10).

Apreés 24h d’incubation a 37°C la lecture des resultats a eté realisée par mesure de la zone
d’inhibition (absence de croissance des souches pathogenes) entre la bordure de la souche cible

et Pseudomonas (Selvin et al., 2009).

Pseudomonas Pseudomonas

Aprés 48 h | I | |

Souches cibles

Figure 10 : un schéma de la méthode d’antagonisme direct in vitro.
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8. Production de la pyoverdine

Cette étape est effectuée selon le principe de la méthode décrite par Meyer et Abdallah
(1978). 1 ml de chaque souche bactérienne de densité optique égale 0,4 a été ensemencé dans
un flacon contenant 30 ml de milieu succinate standard. L’incubation a été faite pendant 48 h a

25 ° C sous agitation de 150 tr/min pour favoriser la sécrétion de la pyoverdine.

9. Dosage de la pyoverdine

Apreés centrifugation a 6000 tr/min pendant 10 minutes les surnageants ont été récupéres
et filtrés (Dahah, 2017) par filtre millipore 0,22 um, puis analysés par spectrophotomeétre pour
caractériser le spectre d’absorption UV-Visible de ce pigment.

Un dosage de la pyoverdine par spectrophotométrie est effectué a 400 nm par la suite
pour déterminer la concentration de pigment fluorescent dans le milieu succinate (Meyer et
Abdallah ,1978).

Les concentrations sont calculées selon la loi de Beer Lambert (A = ¢.1.C).

10. Etude de ’effet antibiotique des surnageants

Pour réaliser ce test la méthode de diffusion sur disque a été utilisée. Les boites de gélose
King B ont été ensemencées avec 100 pl de chaque germe test normalisé a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a £=625 nm a une densité optique de 0,08 a 0,1 valeur équivalente au
standard 0,5 MacFarland et a 530 nm pour les levures située entre 0,12 et 0,15. Ensuite, des
disques de papier filtre wattman (d'environ 6 mm de diamétre) ont été déposés a 1’aide d’une
pince flambée et ensuite imprégnés avec 50 ul de surnageant de chaque P. fluorescens. Les
boites de Pétri sont incubées a 37° C pendant 24 h. L'agent antimicrobien diffuse dans la gélose
et inhibe la croissance du microorganisme cible et les diametres des zones d'inhibition ont été

mesurés (Balouiri et al., 2016).

11. Extraction solide/liquide de la pyoverdine
Cette méthode a été faite selon EI Feghali et Nawas (2018) avec des modifications.

La souche qui a montré la plus forte concentration et un pouvoir antagoniste le plus important
a eté ensemencé sur 6 boites petries contenant le milieu King B et incubé a 30°C pendant 48h.
Ensuite les colonies ont été éliminées par des écouvillons et seulement la gélose pigmentée sur
boite a été gardée.

La gélose a été coupée par la suite en carrés de 1 cm et placée dans un bécher et une quantité
de 50 ml de méthanol a été ajoutée. Le mélange a été secoué vigoureusement et le méthanol
(coloreé en vert) a été récupérer apres filtration. Puis, I’extrait a été centrifugé et filtré par un

filtre millipore 0,22 um.
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La pyoverdine extraite a été testée pour une estimation de son pouvoir antibiotique vis-a-vis les
souches cibles. Ce test est réalisé par ’utilisation des disques de diffusion, et les zones

d’inhibition ont été mesurées (Balouiri et al., 2016).

12. Identification par galerie API 20NE

Afin d’obtenir une orientation vers le genre et I’espece de 1’isolat performant P11, une
identification biochimique par galerie APl 20NE a été effectuée. La galerie APl 20 NE
comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les tests conventionnels sont
inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou
révélés par lI'addition de réactifs. Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum
et les bactéries croissent seulement si elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant. Le
test d’oxydase constitue le 21°™ test d’identification a effectuer hors
galerie (Delarras, 2014). La lecture de ces réactions se fait & l'aide du Tableau de Lecture et
I'identification est obtenue a I'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

12.1. Inoculation de la galerie

Pour le bon fonctionnement des tests de la galerie AP120 NE, il est trés important d'ajuster
la densité de l'inoculum au point 0,5 de McFarland. Le fond et le couvercle d’une boite
d’incubation sont réunis, ensuite environ Sml d’eau distillée stérile sont répartis dans les
alvéoles pour créer une atmosphére humide.

Les microtubes des tests NOz a PNPG ont été Remplis (et non les cupules) avec la
suspension précédente. Ensuite environ 200 ul de la suspension précédente est transférée dans
une ampoule d’API AUX Medium pour remplir les microtubes et les cupules des tests GLU a

PAC en veillant a créer un niveau horizontal ou Iégerement convexe, mais jamais concave. Les

cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) ont été remplies par d'huile de paraffine
stérile pour former un ménisque convexe. A la fin la boite d'incubation a été fermée et incubé
a 29°C + 2°C pendant 24 heures.

12.2. Lecture et interprétation
Aprés incubation, la lecture de la galerie est faite en se référant au tableau de lecture. Les
résultats de toutes les réactions spontanées (GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG) sont notés

sur la fiche de résultats.
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e Test NOs: Une goutte de chaque réactif (NIT1 et NIT2) est ajoutée dans la cupule NOs.
Test TRP : Une goutte de réactif kovacs est ajoutée dans la cupule TRP. Une couleur
rose diffusant dans toute la cupule indique une réaction positive.

e Tests d’assimilation : La croissance bactérienne est observée, une cupule trouble

indique une réaction positive.

13. Identification par galerie APl 20E

API 20E est un systeme standardisé pour I'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux.
La galerie API20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révelés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du
Tableau de Lecture et I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un
logiciel d'identification.
Nous avons complété I’identification des souches (P10, P16, P20, P11) par cette galeries .1l
est vrai que la galerie API 20E n’pas adaptée a I’identification des P .fluorescens, mais nous
avons juste considéré quelques tests, en se basant sur les criteres utilisés dans 1’identification

de cette espéce.
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1. Isolement et purification des isolats

Dans la présente étude nous avons examiné deux échantillons de sol rhizosphérique
d’une graminée sauvage (orge des rats = Hordeum murinum) (fig. 11). Les 38 colonies
bactériennes choisis sur le milieu King B ont toutes montré une fluorescence jaune-verdatre.
Leur purification sur milieu King A et la coloration simple de leurs cellules par la fuchsine, ont
permis de retenir 14 isolats de Pseudomonas fluorescents non productrice de pyocyanine (5

isolats du site de Touahria et 9 isolats du site de Mesra).

R o o g

Figure 11 : Un échantillon d’orge de rat du champ de Touahria.

2. Orientation vers I’espéce Pseudomonas fluorescens

Des études supplémentaires ont été réalisées pour cribler seulement les souches de
Pseudomonas fluorescens.

2.1. L’examen macroscopique

Sur le milieu gélosé King B les souches ont présentées des colonies isolées de 0,5 - 1,5
mm de diametre de forme renflée ou plat, circulaire, muqueuse et homogene, avec une
pigmentation jaune-verdatre fluorescente (fig. 12).

Figure 12 : Aspect macroscopiqgue des isolats de Pseudomonas sur gélose King B.
A : Colonies de I’isolement, B : Souche P11.
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2.2. L’examen microscopique

La coloration de Gram a monté des cellules de forme bacillaire mince et de couleur rose
(Gram négative) (fig. 13). Les bactéries examinées a 1’état frais, apparaissent en forme
batonnets trés mobiles.

Les Pseudomonas spp. ont une largeur de 0,5-1 um sur une longueur de 1,5-5 pum
(Falkow et al., 2006). Elles sont des bacilles, en forme de batonnets, ne formant pas de spores,
elles sont mobiles par un seul flagelle comme des P. aeruginosa, P. stutzeri et P. oryzihabitans
ou par plusieurs flagelles polaires comme chez P. fluorescens, P. putida et P. luteola
(Wisplinghoff, 2017).
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Figure 13 : Observation microscopique (x1000) des Pseudomonas aprés une coloration de

Gram.

2.3. Croissance a 4°C et 42°C
Les isolats ensemencés n’ont pas montré une croissance a 42°C par contre ils ont tous

poussé a 4°C avec une légere production d’un pigment jaune verdatre.

2.4. Test d’oxydase et de catalase

Tous les isolats sont catalase positive. Les 14 Pseudomonas testés, ont décomposé 1’eau
oxygenée en eau et en oxygene qui se traduit par le dégagement des bulles de gaz (fig.14).
Ces méme isolats ont fait virer la couleur du réactif d’oxydase au violet ce qui montre qu’ils
sont oxydase positif (fig. 14).

Nos resultats sont en accord avec les études de plusieurs auteurs, qui ont montré que les
Pseudomonas sont des producteurs de catalase et de cytochrome oxydase (Ugur et al., 2012;
Burns, 2018), a l'exception de quelque espéces comme P. luteola ,P.syringae et P.

oryzihabitans qui sont oxydase négative (Wisplinghoff, 2017).
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Figure 14 : A. Test d’oxydase pour un isolat de Pseudomonas. B. Test de catalase pour un
isolat de Pseudomonas.

2.5. Tests VP-RM et urée-indole (urée-tryptophane)

Une absence de coloration apres 1’ajout des réactifs VP (o naphtol et KOH) et RM dans
chaque tube du milieu Clark et Lubs indique que nos souches sont de VP et RM négatifs.
Dans le test urée-indole une coloration orange a été observée ce qui montre une uréase négative.
La production d’indole a montré un résultat négatif par une absence d’un anneau rouge suite a
I’addition de réactif Kovacs (fig. 15).

D'apres les littératures, toutes les especes de Pseudomonas ne produisent ni I’acétoine, ni

les acide mixtes et ni d’indole (Trivedi et al., 2015).

Figure 15 : A. Résultat de test urée pour quelques souches. B. Résultat de test d’indole.

2.6. Test TSI (Triple Sugar Iron)

Tous les tubes sont de couleur inchangé avec une pente et un culot rouge avec une absence
de gaz et d’H2S ce qui signifie une absence d’acidification des sucres (fig. 16). Ce qui est
cohérent avec les autres travaux qui ont signalé que les Pseudomonas sont connues de ne pas

fermenter les sucres (Aprameya, 2013).

Page 45



Résultats et discussions

P11 Témoin T4

Figure 16 : Résultat de test TSI pour quelques isolats de Pseudomonas.

2.7. Test mannitol-mobilité-nitrate

L’absence de dégradation du mannitol révele que tous les isolats sont mannitol négatif,
sauf PK, T10 et 14 qui sont mannitol + / -. Des bulles d’air ont été¢ formées par les souches P4,
P11, P2 et P12. Concernant la mobilite, seulement les souches P4, P11 et P14 ont montré une
diffusion dans le milieu (fig. 17).

Les bactéies aérobies strictes qui ne poussent pas en profondeur, leur mobilité ne pourra
étre lue. L’apparition des bulles avec un mannitol non fermenté indique une réduction des

nitrates en azote (Joffin et Leyral, 2014).

Témoin P14 P12 P10 P2

Figure 17 : Résultats du test mannitol-mobilité-nitrate.

2.8. Réduction de nitrate

Les tubes ont montré une coloration rouge aprés 1’ajout de I'acide sulfanilique et a-
naphtylamine ce qui indique une nitrate réductase positive. Sauf deux isolats P2 et P12 qui sont
restés de couleur jaune, méme apres addition de zinc ce qui révele une transformation du nitrate
en azote atmosphérique (fig. 18).
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Les P. fluorescens possédent un métabolisme de type strictement respiratoire avec de
I’oxygéne comme accepteur final d’électrons, dans certains cas le nitrate peut étre utilisé
comme accepteur d'électrons alternatif, permettant ainsi une croissance par respiration

anaérobie par un processus de dénitrification (Albrecht, 2013).

Figure 18 : Résultat du test de réduction du nitrate pour quelques isolats de Pseudomonas.

2.9. Hydrolyse de la caséine

Des zones claires ont été observées pour quelques isolats, indiquant qu’ils sont des
caséinase positive (fig. 19 et tableau 01). Les P. fluorescens sont reconnues par leur production
des enzymes thermostables, telles que les protéases (exemple : la métalloprotéase), elles
peuvent provoquer de graves problemes dans l'industrie laitiére, tels que I'hydrolyse des
protéines du lait (Martins et al., 2015).

Figure 19 : Résultat de I’hydrolyse de la caséine.
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2.10. Hydrolyse de la gélatine

Apres réfrigération a 4°C, on a obtenue des souches gélatinase positive montant des tubes
de gélatine liquide seulement en surface, et d’autres tubes sont restés gélatine solides indiquant
des souches gélatinase négative (fig. 20 et tableau 02). Selon Suman et al. (2015), toutes leurs
souches de P. fluorescens isolées a partir d’une rhizosphére de ris était gélatine positive.

La production de protéases extracellulaires, comme évidence 1’hydrolyse de la gélatine, est une
propriété universelle de P. aeruginosa, présente chez P. fluorescens mais absente chez P. putida
(Stanier et al., 1966).

Figure 20 : Résultat de I’hydrolyse de la gélatine.

Tableau 02 : Résultats des tests d”hydrolyse chez les 14 isolats.

P2 | P4 P10 | P11 | P12 | P5 | P6 | P13 | P15 | P16 | P17 | P18 | P19 | P20 | PK | P14

G| - | -| + | - | = | -] -1 -1 --1+/1-71-/1=-/1+4+/]+%+/ @+
C|l - -1+ | + | - | =1 -1 -1 -1+ /|-1~-1=-14+]+|+

G : Gélatinase, C : Caséinase.

3. Souches des microorganismes cibles

Les bactéries et les levures cibles ont été examinées par une coloration de Gram et en état
frais et ensemencées dans des milieux gélosé sélectifs et dans un milieu GN. Ensuite une
recherche de catalase et d’oxydase a été effectuée sur ces souches, les résultats sont montrés
dans le tableau (03).

Toutes les souches cibles ont montré une croissance normale dans le milieu King B ce

qui permit de tester leur confrontérent avec les Pseudomonas sur ce méme milieu.
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Tableau 03 : Quelques caractéres des souches cibles.

Oxydase | Catalase | Gram Colonies

E. coli - + - Mac Conkey : Petites colonies rouges.

TSI : Virage de couleur au jaune et
production de gaz.

P. mirabilis - + - Mac Conkey : Petites colonies beige.

P. aeruginosa + + - King A : Pigmentation bleu-vert foncé.

S. aureus - + + Chapman : colonies jaunes.

B. cereus + + + GN : Colonies blanches envahissantes

B. subtilis - + + GN : Petites colonies transparentes.

Colonie sur milieu Etat frais
Sabouraud
C. albicans Petites colonies Des cellules immobiles avec des différentes
ATCC blanches et régulier. formes, a peu pres sphériques avec un
bourgeonnement et un noyau.
C. albicans Colonies grandes et Des cellules immobiles avec des différentes

autres petites, du
couleur blanche a
beige.

formes, a peu pres sphériques, et avec un noyau.

Figure 21 : Quelques caractéres microscopiques (x1000) et morphologiques des souches

A :S. aureus ATCC 33862.

cibles.

B : C. albicans ATCC 10231.
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4. Souches de Pseudomonas fluorescens

L’étude des caractéristiques biochimiques des isolats bactériens nous a permis de
sélectionnes les isolats rapprochés a P. fluorescens qui sont P10, P11, P16 et P20 en plus des
souches PK et P14 fournis de laboratoire de microbiologie de 1’universit¢ Abdelhamid Ibn

Badis (Mostaganem) (tableau 04).

Tableau 04 : Caractéristiques des isolats utilisé pour les essais d’antagonisme.

Isolat P10 P11 P16 P20 PK P14

Coloration de Gram - = - - - _

Forme Bacillaire

Mobilité + + + + + +
Oxydase + + + + + +
Catalase + + + + + n
Croissance a 4°C + + + + + +

Croissance a 42°C - = - - - _
VP - - - - - -
RM = = - - - _

Nitrate réductase + + + + + +

TSI - - - - - -

Production d’indole - - - - - R

Uréase - - : i N n
Hydrolyse de la caséine + + + + + +
Hydrolyse de la gélatine + - + n T n

5. Test d’antagonisme in vitro
5.1. Milieu King B non additionné de fer

La recherche de [D’activité antagoniste in vitro a été testée sur les six isolats
de Pseudomonas fluorescens vis-a-vis de huit microorganismes pathogénes. Les souches ont
montré une activité antagoniste a l’encontre de tous les pathogénes a I’exception de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Les résultats obtenus (Tableau 05 et fig. 24) montrent
que le degré d’antagonisme varie d’un isolat a un autre et d’un milieu a un autre.

Dans le milieu King B non additionné de fer, les cinq isolats (P10, P11, P16, P20, PK)

ont exercé une inhibition a I’encontre des Gram négatifs, par contre I’inhibition envers les Gram
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positifs a été exercés par les isolats (P11, P14, P16, PK). L’activité antagoniste contre les
levures a été enregistrée chez tous les isolats sauf P14. Les isolats (P11) et (Pk) a montré une
activité antifongique importante (fig. 22).

Sigee en 2005 a réalisé un test d’antagonisme in vitro entre Erwinia amylovora et
Pseudomonas syringae en utilisant deux milieux de King B, 1’un carencé en fer et ’autre
additionnée de fer. Il a trouvé que E. amylovora a été inhibé seulement sur le milieu carencé en
fer. Sigee a conclu que la production de sidérophores in vitro sur un milieu a faible teneur en
fer peut étre déterminée de plusieurs maniéres, notamment la production visible de pigment
fluorescent et la démonstration d'une activité antagoniste envers d'autres bactéries.

Nos resultats sont accord aussi avec Khazaal et ces collaborateurs (2009) qui ont trouvé
que la pyoverdine de P. fluorescens a une activité d'inhibition contre des champignons
pathogenes, des bacteéries et contre la levure le C. albicans.

Les interactions bactéries - pathogénes ont un intérét important dans le domaine du
biocontrole. Le genre Pseudomonas solubilise activement le phosphate in vitro et produit
plusieurs antibiotiques hautement spécifiques contre plusieurs micro-organismes tels que

Bacillus subtilis et Proteus vulgaris (Rekha et al., 2010).

Figure 22 : Effet antagoniste des P. fluorescens vis-a-vis les souches cibles sur le milieu King

B non additionné de fer.

Page 51



Résultats et discussions

E : E.coli ATCC25922, S : S. aureus ATCC33862, C.ATCC : C. albicans ATCC10231, Bc : B. cereus
ATCC10876, Bs : B. subtilus ATCC6633, P : P. mirabilis ATCC35659, A : P. aeruginosa ATCC27853.

5.2. Milieu King B additionné de fer

Dans cette étude nous avons constaté que I’addition de fer dans le milieu King B inhibe
I’activité antagoniste in vitro pour tous les isolats (sauf PK), en raison de I’absence de sécrétion
de pigment jaune-verdatre qui est la pyoverdine ce qui prouve que I’inhibition des pathogénes
par les Pseudomonas étudiés et due a 1’action de ce chélateur de fer (fig. 23).

Les expériences décrites par Meyer et Abdallah (1978) révélent que la concentration en
Fe3* est le seul facteur qui régule la synthése de la pyoverdine par P. fluorescens. De nombreux
chercheurs ont montré que ’ajout de Fe** & des cultures inhibe la synthése de la pyoverdine par
des Pseudomonas fluorescentes (Meyer et Abdallah, 1978).

L’inhibition de la croissance microbienne par 1’isolat Pk observée sur milieu King B sans
fer et avec fer suggere qu’elle n’est pas due a ’action de la pyoverdine, mais a un antibiotique
du groupe des phénazines comme il a été montré dans une étude ultérieure par Benkredda et
Mazari (2018).

Ceci est aussi en accord avec les études de plusieurs auteurs, qui ont montré
que les substances phénaziniques sont connues pour leurs activités antimicrobienne (Shahid et
al., 2017), telle que Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans ( Dahah et
al.,2015).
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Figure 23 : Effet antagoniste de P. fluorescens vis-a-vis les souches cibles sur le milieu King

B additionné de fer.

E : E.coli ATCC25922, S : S. aureus ATCC 33862, C.ATCC: C. albicans ATCC 10231, Bc : B. cereus ATCC
10876, Bs : B. subtilus ATCC 6633, P : P. mirabilis ATCC 35659, A : P. aeruginosa ATCC 27853.

La différence dans I’activité antagoniste exercée par ces isolats de Pseudomonas fluorescens,
peut étre expliquée par la production d’une ou plusieurs substances antimicrobiennes. Cela
dépend de la souche, de la nature du métabolite ainsi que la quantité libérée dans le milieu
utilisé.

Selon Mezaache (2012) la production de métabolites secondaires, impliqués dans

I’antagonisme microbienne et sous 1’effet du milieu de culture.
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Tableau 05 : Les zones d’inhibitions (en mm) de 1’activité antagoniste in vitro des isolats de

Pseudomonas fluorescens vis-a-vis les souches cibles.

Milieu Souches cibles Souches antagonistes
King B
P10 P11 P14 P16 P20 Pk
E. coli ATCC25922 0 0 0 0 0 15
P. mirabilis ATCC 35659 14 10 0 5 8 24
qqt) P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0
g S. aureus ATCC 33862 0 5) 0 0 0 34
c
£ B. subtilus ATCC 6633 0 | 15 0 | 0 | 0 | 0
g B. cereus ATCC 10876 0 0 11 10 0 21
- C. albicans 11 20 0 20 7 18
C. albicans ATCC 10231 12 20 0 10 22 22
E. coli ATCC25922 0 0 0 0 0 0
P. mirabilis ATCC 35659 0 0 0 0 0 16
N P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0
)
q—“c_’ S. aureus ATCC 33862 0 0 0 0 0 36
)
E B. subtilus ATCC 6633 0 0 0 0 0 0
E B. cereus ATCC 10876 0 0 0 0 0 32
C. albicans 0 0 0 0 0 0
C. albicans ATCC 10231 0 0 2 0 0 02
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Figure 24 : Diameétre des zones d’inhibition des Pseudomonas fluorescens contre les souches

cibles.

6. Production et dosage de la pyoverdine

La culture sur le milieu succinate nous a donné une culture de couleur verte avec les isolats
P10, P11, P16, et P20, tandis que les cultures des isolats PK et P14 a une couleur marron orangé
et beige respectivement.

Aprés une centrifugation suivie par une filtration, les spectres d’absorption des surnageants
dans I’intervalle 200-600 nm ont montré deux pics pour les souches P10, P11, P16, et P20, un
pic maximal a 400 nm et ’autre a 260 nm. Les surnageants des isolats PK et P14 ont montrés
un seul pic a 300 nm et 260 nm respectivement (fig. 25).

Selon Cézard, (2015) le chromophore est la seule partie de la pyoverdine possédant des
propriétés spectroscopiques, les spectres UV / Vis presentent des bandes d'absorption a pH =

8,0 a une position de 400 nm.
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Figure 25 : Spectre d’absorption des surnageants de P11 et PK par spectrophotométre UV-
visible

Un dosage de la pyoverdine par spectrophotométrie est effectué a 400 nm et les
concentrations sont calculées selon la loi de Beer Lambert (A = €.1.C), ou A est I’absorbance, €
le coefficient d’extinction molaire (g 400 = = 20.000. Mt cm™ soit C = Aago / 20.000) (fig.26).
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Figure 26 : La concentration (en uM) des pyoverdines secrétées.
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7. Etude de ’effet antibiotique des surnageants

Les surnageants de quatre P. fluorescens produits dans le milieu succinate ont montré un
effet inhibiteur observable avec des zones situées entre 9 a 18 mm contre Proteus mirabilis, et
Candidat albicans ATCC 10231 (tableau 06 et fig. 27), alors que les autres souches cibles n’ont
été pas inhibées.

Ceci est peut étre da a la faible concentration de la pyoverdine dans les surnagents qui
n’a pas pu séquestrer tout le fer disponible pour réprimer les souches cibles, ce qui a permis aux
systémes d’acquisition de fer chez les souches cible de s’approvisionner de cet ¢lément. Des
résultats qui se rapprochent de nos résultats sont montrés dans le tableau 07 obtenus par
Khazaal et al. (2009).

ATCC 10231

Figure 27 : Effet antimicrobien de surnageant de la pyoverdine sur deux souches cibles.

Tableau 06 : zone d’inhibition par la méthode de disques de diffusion (en mm).

PK 10 11 16
P. mirabilis ATCC 35659 18 13 16 9
C. albicans ATCC 10231 0 0 15 0
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Tableau 07 : Effet de la pyoverdine de P. fluorescens PFAS14 sur la croissance de certains

microorganismes pathogeénes exprimés en diameétre de la zone d’inhibition (mm) (Khazaal et

al., 2009)

Microorganismes Le surnageant du PFAS14 La pyoverdine pure
S. aureus 0 13
Bacillus spp. 15 16
P. mirabilis 26 23
E. coli 8 0
Klebseilla 10 0
C. albicans 0 28

8. Extraction solide/liquide de la pyoverdine

La souche la plus productrice de pyoverdine P11 a été utilisée pour d’extraction de ce
métabolite, 1’extrait obtenu aprés une extraction solide/liquide par le méthanol a donné un
liquide de couleur verte (fig. 28). L‘absorbance de cet extrait est de 2,457 a 400 nm
(concentration = 122,85uM). Le test de pouvoir antibiotique vis-a-vis les souches cibles a
montré des zones d’inhibition avec la souche bactérienne P. mirabilis ATCC 35659 et la levure
C. albicans (tableau 08 et fig. 29).

Figure 28 : Tubes contenant 1’extrait de la pyoverdine.
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Figure 29 : Effet antimicrobien de 1’extrait de la pyoverdine sur deux souches cibles.

Tableau 08 : la zone d’inhibition de la pyoverdine (en mm).

L’extrait de la pyoverdine

Le témoin (méthanol)

P. mirabilis ATCC 35659

25

10

C. albicans

14

Aucun effet.

9. Résultat de I’identification de I’isolat P11 par la galerie Api 20 NE

L’isolat P11 était parmi les isolats les plus performants, il a inhibé le plus grand nombre

des souches cibles testés avec de grandes zones d’inhibition. Une galerie d’identification a été

utilisée pour nous orienter vers le genre et I’espéce de cet isolat de Pseudomonas. Apres

incubation, la lecture de la galerie a été faite en se référant au tableau de lecture (Tableau 09).

Les résultats de toutes les réactions sont notés sur la fiche de résultats (fig. 30), et ils nous

orientent vers I’espéce Pseudomonas fluorescens.
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Figure 30 : Résultats de I’identification de 1’isolat P11 sur galerie API NE 20
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Tableau 09 : Résultats des différents tests de la galerie APl 20 NE.

Tests Réactions/Enzymes Résultat
NO3 réduction des nitrates en i
nitrites
TRP formation d'indole -
GLU Fermentation -
ADH Arginine dihydrolase +
URE Uréase -
ESC Hydrolyse (B-glucosidase) -
GEL Hydrolase (protéase) +
PNPG B-galactosidase -
GLU Assimilation i
ARA Assimilation +
MNE Assimilation +
MAN Assimilation +
NAG Assimilation +
MAL Assimilation -
GNT Assimilation +
CAP Assimilation +
ADI Assimilation -
MLT Assimilation +
CIT Assimilation +
PAC Assimilation -
OX Cytochrome-oxydase +

10. Résultat d’identification par la galerie Api 20E

Les résultats obtenus avec le systeme Api 20E ont confirmé 1’appartenance des souches

étudiées au rang de 1’espéce P. fluorescens. Le profil d’identification obtenu avec les souches

testées est présenté dans le tableau (10).

Tableau 10 : Résultats de quelques tests biochimique de la galerie APl 20E

Tests P10 P16 P20 P11
ADH A A A +
URE - - - -
GEL + + + +
GLU + + + -
ARA - - - -
MAN - - - -
CIT - - - n
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Conclusion et perspectives

Le fer est un élément indispensable dans plusieurs processus métaboliques,
fonctions physiologiques et signalisations. De ce fait, le fer devient un facteur limitant
dans le développement de presque touts les micro-organismes. Ce travail est un
protocole expérimental concentré sur la mise en évidence de la production de la

pyoverdine chez Pseudomonas fluorescens et sur son effet antimicrobien.

Il & été clairement observé que les isolats de Pseudomonas fluorescens étudiées
ont une capacité de synthétiser la pyoverdine et d’inhiber des microorganismes
pathogenes  selon un test d’antagonisme in vitro (méthode directe). Afin
d’expérimenter cet effet de la pyoverdine sur le développement des microorganismes
pathogenes, Chaque isolats de P. fluorescens a subi deux tests sur milieu King B
standard et milieu King B additionné par Fe*®. Toutes les souches ont exercés leur
pouvoir inhibiteur dans le milieu King B standard ou une synthése des pyoverdines
jaune-verdatre a été détectée. L’absence des ions Fe*® dans le milieu stimule la
synthese des sidérophores, alors que leur présence semble par contre la réprimer. Les
6 isolats de Pseudomonas fluorescens testés, ont révelé un pouvoir d’inhibition sur 7
souches cibles surtout dans les conditions carencées en fer ce qui fait impliquer les
pyoverdines dans leur pouvoir antagoniste. Ces zones d’inhibition varient entre 5 et
34 mm, la zone la plus grande a été constaté chez I’isolat P11. L’étude de I’effet
antibiotique des surnageants des P. fluorescens cultivés sur milieu King B non
additionné de fer par la méthode de diffusion sur disque d’agar a montré un effet
inhibiteur observable sur des germes pathogene. Le balayage spectral dans ’intervalle
200-600nm pour les surnageants des souches de P. fluorescens, a montré un pic
d’absorption caractéristique a la pyoverdine a environ 400nm chez  majorité des
isolats. Le dosage des pyoverdines produites dans le milieu succinate a permis de
déterminer leurs concentrations et de confirmer que la souche P11 est la plus
productrice avec une concentration de 25,95 uM.

La souche PK a effet antagoniste sur milieu le King B sans fer et avec fer
suggeére qu’elle cette inhibition n’est pas due a I’action de la pyoverdine. Ces
composés a effet antibiotique retrouvés chez la souche Pk, peuvent étre des derives
phénaziniques Le spectre d’absorption retrouvé par analyse du surnageant de cette

souche a un pic aenviron 300 nm.

Page 62



La pyoverdine extraite par la méthode solide/liquide a montré un effet
antibactérien et antifongique remarquable.

En conclusion nous pouvons déduire que la production de substances a
activité antibiotique procure un atout majeur dans I’antagonisme microbien pour la
souche productrice. D’aprés nos résultats, la production de pyoverdine retrouvé chez
la majorité de nos souches étudiées était un facteur clé dans le pouvoir antagoniste
de ces dernieres. Par conséquent Nous pouvons confirmer que les pyoverdines, sont
des composés qui peuvent étre impliqués activement dans les mécanismes de lutte

biologique vis a vis de nombreux agents pathogenes.
Les perspectives qui découlent de ce travail sont nombreuses et multiples :

» du point de vue taxonomique, il serait nécessaire d’effectuer une étude
moléculaire des isolats de Pseudomonas fluorescens.

» la purification et 1’identification des substances inhibitrices responsables de
’activité des Pseudomonas fluorescens.

» Mener une étude in vivo sur des animaux de laboratoire pour examiner 1’effet
antibiotique de ces pyoverdines.

» L’application des pyoverdines dans le domaine de la bioremédiation des

environnements contaminés.
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Annexes :

Principaux Milieux de culture (Composants g/ litre)

King B solide (et liquide)

Gélose nutritive

PH 07

Peptone de caséine ................. 20g Peptone..............ooviviiiienieenenn 109
Sulfate de magnésium ............. 1,5¢g Extrait de levure........................3 0
Phosphate bi-potassique........... 159 Extrait de viande.......................3 @
Glycérol ........coooviiiiiiin.. 10 mi Le chlorure de sodium................. 50
AGar ..o 2049 Agar.....oooiiiii e 189
PH 7,2 PH 7,4
King B liquide Mannitol- Mobilité g/l
Peptone de caséine ................... 20¢g Peptone..........cooooviiiiiiiiiiinn 20g
Sulfate de magnésium ............... 159 Nitrate de potassium .................. lg
Phosphate bi-potassique............. 159 Mannitol ...........ccooeeiiiiiiii 2¢g
Glycérol .....coooviiiiiiiiiiin 10 ml Rouge de phénol ................... 0,04 g
PH o 7,2 PH 8,1
King A solide Milieu succinate (g/L)
Peptone de caséine ................... 209 KoHPO4 v 6g
Sulfate de potassium... ............... 10 g KH2PO4 o, 3g
Chlorure de magnésium............. 1,5¢g (NH)2SO4 .o lg
Glycérol .......oovveiiiinin. 10 ml (1%) MQgSOs 7TH20.. ..o, 0,2g
Agar ... 2049 acide succinique............oevueenennnn. 4g
PH o, 7,2 pH=7 (le pH est ajusté a 7 par NaOH 6M)
Ureée- indole Gélose TSI g/l
L- trypthophane ......................... 39 Extrait de viande de beeuf ............. 3g
Phosphate de dipotassique............. 19 Extrait de levure ........................ 3g
Phosphate monopotassique............. 19 Peptone trypsique .............c........ 20g
Chlorure de sodium ..................... 59 Chlorure de Sodium .................... 5¢g
Urée ..o 209 Citrate ferrique ................coeeee. 03¢g
Rouge de phénol....................... 2,59 Thiosulfate de sodium ................ 03¢g
PH o 6,8 LactoSe ..oovvvvieniiiiiiiieeen 10g
Glucose ...c.ovvviiiiiii lg
Milieu Clark et lubs g/l Saccharose ........c.ccoeovvviiininns. 10g
Peptone trypsique de viande ..........5¢ Rouge de phénol ..................... 0,05¢g
GlucoSe ..o 60 Agar ..o 189
Phosphate bipotassique ................ 50 PH 7,4




Les spectres d’absorption des surnageants de P10, P16, P20 et P14 par spectrophotomeétre
UVvisible




yapi
API 20 NE - SYSTEME D’IDENTIFICATION DES
BACILLES A GRAM NEGATIF NON

ENTEROBACTERIES

d’aprés bioMérieux sa

TABLEAU DE LECTURE

TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
NEGATIF | POSITIF
NIT 1 + NIT 2/ 5 min
MNOz nitrate de potassium réduction des nitrates en nitrites incolore [ rose-rouge
Zn / 5 min
réduction des nitrates en azote rose | incolore
JAMES / immédiat
TRP tryptophane formation d'indole incolore
vert pale / jaune rose
GLU |glucose fermentation bleu a vert jaune
ADH arginine arginine dihydrolase jaune orange / rose f rouge
URE urée uréase jaune orange / rose f rouge
ESC |esculine hydrolyse (B-glucosidase) jaune gris ! marron / noir
GEL geélatine hvdrolvse (protéase pas de diffusion diffusion du
(4 l'encre de chine) ydrolyse (p ) du pigment pigment noir
PNPG p—nitrophény!-ﬁ-_l:)— B-galactosidase incolore jaune
galactopyranoside
| GLU | glucose assimilation transparence trouble
| .ARAl arabinose assimilation transparence trouble
MNE mannase assimilation transparence trouble
MAN| | mannitol assimilation transparence trouble
|[NAG| |N-acétyl-glucosamine |assimilation transparence trouble
MAL| |maltose assimilation transparence trouble
GNT| |gluconate assimilation transparence trouble
|CAP| |caprate assimilation transparence trouble
| ADI| adipate assimilation transparence trouble
MLT| | malate assimilation transparence trouble
CIT| |citrate assimilation transparence trouble
PAC| |phényl-acétate assimilation transparence trouble
[0).4 tétraméthyl-p- :
phenyléne diamine cytochrome-oxydase incolore violet




TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE /

TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE
% de réactions positives aprés 24-48 h & 30°C / % of positive reactions after 24-48 hrs at 30°C /

% der positiven Reaktionen nach 24-48 Std. bei 30°C /
% de las reacciones positivas después de 24-48 H a 30°C / % di reazioni positive dopo 24-48 ore a 30°C

API 20 NE V6.0
Psgtdiomonas sengpinass

ADH | URE |ESC| GEL | PNPG | GLUa | ARA= | MMEa | MANa | NAGa | MALa| GNTa | CAPa| ADIa |MLTa|CiTa|Pacal ox
200 1 1 g 9 1 98 1 i

N 10 W 9 Ml
0 0

[=] =1
=
(=1

-]
-

0
1 00
1

(=]
|=|o|o

o

=0 (=0 (=1 B £ =]

—y
w

aslalajlalal=]lo|la]l=|=|a|=

=]
L=

(=]

=k
[=RE=0E=] g

o

=

-

=

olojo|=l=|o|o

=
n

§

§

(=]
mla|lajla|le|=|a|lo|jla|lo|o|o|a|la|la|ojo|lo|o|o

(=R (=11~ 1=0E

(=3 =] [=]

Avingtobacier radio

A |al|olo|olo|e|ala|o|ocidlalo|o|c ==

olo|o|o|=
o
Hololo|lo|o
By
B
M=o

Aevomonas hydrophitatavise

)

L
=
w

Agr.salm.ssp masoucidaachromogenes 0 2|2 2 0

P2
£
=]

5
o
@
i
=3
”
<fg

Asromonas salmaniciaa ssp salmonicida

o
3
2 Fi

Asromonas sobia

=

£
-
L8]

olo|lo|l=|o|r]|=|O|= |0 |||t

=
.

a

o
olo|=|al=

]
0
0
1]
1

Agrobacierniim radiobacler

=
]

Alpaligenss denitiificans :

Alcaligenas faecals 1 1
Alealiganas faacalis 2

Alealiganes xylasoxidans

Bergeyella zoohalcum 0
Bordelella avium 0
Bovdetelia bronchiseptica 6
COC grdl C-2 1

-

alo|alol=s

:

[
olola|o

Hojo|o =

(=]

[=3 =0 =0 =] =] (=]} =]}i=} =]

)
-
-

“lojojo|o|olaja(2|a
olo|lo|o|o|o|o|o @
Jqojo|lo|lo|=|o|o|c

0
0
0
0
74| o
0
0
0
[

o|l=|lo|lo|o

£

Clhvomobacienum wolsceum g

=
o

-O—‘QOQ—‘OQ—‘
-
=]
(=]
o
L=
(=]

=

_‘
r
ggoccngocc

Chiyseobacterium indalogenes 20

Fen

-

Cilhvyseabactenium menigosepiicum 0

Myroidas spo
Moravalls lacunats
Moraxells spo
Ochrobaciru anthrop

= SO =

=]

o|lo|o|=
[=]

[=1 =] F
=]

Oligella ureclytica
Psychrobacter phemiprivicus

i
)

e

o E=ji=j Ly =] b=} By

=
o
(=]

[=3 (=] [=]
[=]
o

- ry———

Sphirobactenum spintivorum

=]
-
)
-
L=

=|o|o|o|=

W virosa Ermpedobacier brevis 12

g o |o|=|ojlo|o|la|lajo]=]=

Fasteurels serogenss 0

olon|o|o|o|lo|o|o|o]|—-

Fastewrels hasmolyiica

Pasteurala mulocida

=

Fastewrella preumolropics 0§35
Fasteurala spp 9

Jujo|jo|jojojo(ojo|ojlo|ojo|jo|jo|jo|joElo|jojo|o|=|a|lo|e|a
=

-
-
'I\J&;—IM

o
olo|lo|jlo|la|la|=|la|la|a|=

D= WO

=1
5

Pholobactanum damsela g

(=1 =1 EoN (=1 (=0 [=0 [=0 < =0 Ch{=] =0 =0 E
Qo= lo|=|o|=|o

= =1L =]

&
£

Plesiomonas sivgeloides g i

Vibric alginolvlicus 98

Vibrio cholerae 95

o)==

Vilrio hollisae 0
Vit metschikowi ]

-
=i

—qQﬂ-gUM-‘ODND-l

Vibrio parahaemolyticus 99 100

aol=|o|o|olole|e|=|=|=]|alela|al|ae|=|=2|e|=|e|e|=]|=|o
o|=|o|o|=|o|o|o|o|o|o|o|e|o|o|o|c|B|<|=|o|=|c|f|e

=Rl f=0 =0 =0 =0 -
=l@lo|lo|lo|ao|o

[=2[=1

Vit vulnificus 0o 9 g




uaild)

waall e Zalyd @iy Al ol Aaddie 3,5l @I Pseudomonas 4e_seae b )i <l 55 pams A Gl i sull
Jaall 138 YA e Cangd Aadall 5 Ao sl 55l s Al )30 ¥ Laal) ) e Ledlinlat (e e Lgisaal |, aaall 3 gma Jag i A it
14 Jm Jaadl 138 8 L, @il s Saall dliadll Ledalis jlial s Pseudomonas  fluorescens  ddawd sy il )8 sll 2 s )
P. gsill gainls oile ) ALaYl (Hordeum murinum ) <bdaill ol el el s s3a e 558 l3Pseudomonas
P. sl ) 14 D gl o e ¥ e ao )l Cainai gl | sl @l JLEa) (e de gane e Ul man il Laaanans o3 fluorescens
Aalalidl Ja shadl) A5, yla aladinly A jee DY § aua dliaall Ledalds aaail 454l P fluorescens ¥ aladiul 3 fluorescens
Jl Lol 5 ke 34 5 e 51 55 o (31alie gl el FeCly Adlialy sl (s Sl 5 531 5 505 King B Jae s ke 5 50
s34 (B (3 jhsadl o aaiiiy lee FE¥ e s a5y (A bl (PK) Al Ciald 3 junda o a5 5l b dana ) geds ae sl (4
i) Jas g e 5 sl Al 5 5l I3 Pseudomonas bt 5 yal) / dussdiall (368 2asD (gl Candall Jalas jelal Aleal)
& PLL Al o s sl 58053 Gl eldal 0 pal 0l 3 Adliaall GLIYY (g 0l s <Y e ol (8 (pasd sl Ciulal ALas Ukl «
sk 15516 Jkiy C. albicans ATCC10231 s P. mirabilis ATCC 35659 J L i 4l A1) o3gd Callall i 5 Ll <Y
LS P, mirabilis ATCC 35659x ale 18 < i Laysii dilaie (3 5lll 5 (o 5 sl LS jal daiiall PK 4B cibe| gl e
P. mirabilis & ale 15 Jaii hlia Jiles / lea (aMA5LY) 45 jlay Galdiuall s King B s (o geitall P11 A all (i sm ekl
Ll P11 ALl e iyl SAPT 20 NE alas (30 4y 5 alaaid ¢ C. albicans ATCC10231 g« ole 14 ATCC 35659

P. fluorescens g sl ) i

A yee Y caal) i (sl Jas g <King B das s <P, fluorescens «ma i sall :dzalidal) cilalsl)

Résumé

Les pyoverdines sont des sidérophores sécrétés par les Pseudomonas fluorescents. Ce sont des chélateurs
du fer a haute affinité, a faible poids moléculaire et produits dans des conditions limitées en fer. Leur importance
étend leurs applications a I'agriculture, a la biotechnologie et a la médecine.
Dans le présent travail, nous avions pour objectif d’évaluer la production des Pyoverdines par Pseudomonas
fluorescens et d’examiner leur activité antimicrobienne. Un total de 14 Pseudomonas fluorescents ont été isolés a
partir des racines d'une plante graminée sauvage (I’orge du rat = Hordeum murinum) en plus de deux isolats de
la méme espece préalablement identifiés & P. fluorescens. L’application d’un ensemble de tests d’identification
nous a permis de rapprocher 4 isolats parmi les 14 a 1’espéce P. fluorescens. Les six isolats ont été utilisés pour
déterminer leur pouvoir antagoniste vis-a-vis 8 souches pathogénes en utilisant la méthode des stries croisés, une
fois sur le milieu King B standard et une autre fois sur le méme milieu additionné de FeCls. Les résultats ont
montré des zones 1’inhibition de 5 a 34 mm dans le milieu non additionné de fer avec apparition d’une
fluorescence jaune verdatre. Un isolat (PK) a exercé son inhibition en présence et en absence du Fe®* ce qui fait
exclure le r6le de la pyoverdine ans cette action. L’analyse par spectrophotométrie UV/Visible des surnageants
des six P. fluorescens cultivés dans le milieu succinate a montré des spectres similaires au spectre de la
pyoverdine chez quatre isolats et deux spectres différents chez les deux autres. Le dosage de la pyoverdine a
déterminé que I’isolat P11 est le plus producteur et ¢’est le surnageant de cette souche qui a montré 1’inhibition
la plus importante vis-a-vis P. mirabilis ATCC 35659 et C. albicans ATCC 10231 avec des zones de 16 et 15
mm de diamétre respectivement. La souche PK productrice de pyoverdine et des composés phénaziniques a
donné une zone d’inhibition de 18 mm avec P. mirabilis ATCC 35659. La pyoverdine de I’isolat P11 produite
sur le milieu King B et extraite par une extraction solide/liquide a montré des zones d’inhibition de 15 mm avec
P. mirabilis ATCC 35659 et de 14 mm avec C. albicans ATCC 10231. La Galerie APl 20 NE utilisée pour
identifier I’isolat P11 a donné des résultats correspondant a 1’espéce P. fluorescens.
Mots-clés : la pyoverdine, Pseudomonas fluorescens, milieu King B, milieu succinate, inhibition, le fer, souches
pathogenes.

Abstract

Pyoverdins are siderophores secreted by fluorescent Pseudomonas. They are low molecular weight and
high affinity iron chelators produced under iron restricted conditions. Their importance extends their applications
to agriculture, biotechnology and medicine. In the present work, our goal was to evaluate the production of
Pyoverdins by Pseudomonas fluorescens and to examine their antimicrobial activity. A total of 14 fluorescent
Pseudomonas were isolated from the roots of a wild grass (rat barley = Hordeum murinum) in addition to two
isolates of the same species previously identified to P. fluorescens. The application of a set of identification tests
allowed us to belong four isolates among the 14 to P. fluorescens species. The six P. fluorescens strains were
used to determine their antagonistic activity against 8 pathogenic strains using the crossed streaks method, once
on the standard King B medium and again on the same medium plus FeCls. The results showed inhibition zones
of 5 to 34 mm in the non-iron added medium with appearance of a greenish-yellow fluorescence. An isolate (PK)
exerted its inhibition in the presence and absence of Fe3* which excludes the role of the pyoverdin in this action.
An UV / Visible spectrophotometry analysis of the supernatants of the six P. fluorescens grown in the succinate
medium, showed spectra similar to the pyoverdin spectrum in four isolates and two different spectra in two
others. The pyoverdin dosage determined that the P11 isolate is the most productive and it is the supernatant of
this strain that showed the greatest inhibition against P. mirabilis ATCC 35659 and C. albicans ATCC 10231
with 16 and 15 mm in diameter respectively. The PK strain producing pyoverdin and phenazine compounds gave
an 18 mm inhibition zone with  P.mirabilis ATCC 35659. Pyoverdin of the isolate P11 produced on king B
medium and extracted by solid / liquid extraction showed 15 mm inhibition zones with P. mirabilis ATCC
35659 and 14 mm with C. albicans ATCC 10231.
The API 20 NE Gallery used to identify the P11 isolate yielded results corresponding to P. fluorescens species.
Keywords: pyoverdine, Pseudomonas fluorescens, King B medium, succinate medium, inhibition, iron,
pathogenic strains.
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