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Résumé

Les bactéries antagonistes contribuent a la gestion des maladies des plantes en
stimulant les défenses naturelles chez 1’hdte et/ou en assurant le bio controle direct des bio
agresseurs, Certaines bactéries provenant du sol sont reconnues pour posseder certaines
caractéristiques bénéfiques pour les plantes tant au niveau du contrdle des pathogenes
qu'au niveau de l'augmentation de croissance. Les rhizobactéries qui favorisent la
croissance des plantes, connues sous le terme PGPR, stimulent directement la croissance
de celles-ci en augmentant le prélevement des éléments nutritifs du sol, en induisant et
produisant des régulateurs de croissance végétale et en activant les mécanismes de
résistance induite chez les végétaux. Les PGPR (Bacillus sp.) stimulent indirectement la
croissance des végétaux par leur effet antagoniste sur la microflore qui leur est néfaste. Les
effets antagonistes des Bacillus sp. impliquent la production d'antibiotiques et la
compétition nutritionnelle avec les pathogenes végétaux. Il est possible d'utiliser les PGPR
comme aide a la croissance des plantes a la place de fertilisants chimiques ou en

combinaison avec ces derniers comme ¢a a été démontré plusieurs études.

D’aprés I’¢tude bibliographique, les souches de Bacillus utilisées se sont montrées
tres actives in vitro via les tests d’antagonismes, conduisant & une réduction des agents
pathogenes et une diminution du développement des symptémes de plusieurs maladies
provoquées par les agents phytopathogénes et stimulent la croissance des plantes.

Mots clés : Antagonisme ; Bacillus sp.; phytopathogéne; biocontréle; PGPR,;

rhizobactéries; biofertilisant; Antibiose.
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Introduction

Le sol est un systeme vivant, complexe et un réservoir de microorganismes. Il
contient tous les types microbiens, eucaryotes (champignons, algues et protozoaires), et
procaryotes (bactéries et cyanobactéries), en termes de diversité et de densité, sol est un
milieu riche et il n’est pas simplement le support dans lequel les plantes s’enracinent et
puisent les éléments nutritifs indispensables a leur développement, dans ces sols riches en
ressources alimentaires nécessaires, il existe de nombreux micro-organismes qui peuvent
provoquer des maladies qui empéchent la croissance normale des plantes, parmi ces
maladies par exemple La galle du collet, Ce dernier est I'une des maladies bactériennes
grave qui peut engendrer des pertes économiques considérables pouvant aller jusqu’a 70%
de la totalité de la production (Djellout et al., 2019). Elle est causée par plusieurs especes
d’Agrobacterium Spp. qui constituent de dangereux parasites des végétaux et des cultures,
car une fois les plantes infectées, aucune pratique de lutte n’est efficace, ces especes
provoquent la maladie du crown gall qui se manifeste par des tumeurs au niveau des
racines et du collet des plantes, Ceci est un exemple des nombreuses maladies qui peuvent
étre causées par les différents microorganismes pathogénes présents dans le sol qui
partagent le méme environnement que les plantes. La prophylaxie est le seul moyen pour

prévenir I’installation de cette maladie (Jourdan et al., 2008).

L’utilisation des agents microbiens de lutte biologique constitue une approche
écologique tres prometteuse. Beaucoup de recherche sur les micro-organismes a été
effectuée durant le siécle dernier afin de comprendre, de développer et d'utiliser leurs
actions bénéfiques tant au niveau médical, industriel qu'agricole. L'agriculture durable a été
I'objet de beaucoup de recherche étant donné que l'agriculture traditionnelle engendre des
colts de production de plus en plus élevés, une diminution de la production et méme
parfois les deux (Adesemoye et Kloepper, 2009). L'utilisation de pesticides et d'engrais
chimiques dans l'agriculture peut étre nocive pour lI'environnement. Les grandes quantités
de fertilisants chimiques utilisées représentent un codt élevé et sont liées a la pollution de
I'environnement par son utilisation excessive. Une étude a démontre que l'utilisation
d'engrais chimique peut graduellement augmenter I'acidité du sol, ce qui peut limiter la
croissance des plantes, c'est pourquoi le besoin de trouver des alternatives respectueuses de

I'environnement se fait pressant (Barak et al., 1997).

La rhizosphére est la région du sol située sous les racines des plantes. De

nombreuses interactions sont observées entre la plante, le sol et les microorganismes au
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niveau des racines. Parmi les micro-organismes bénéfiques aux plantes, la flore PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) exerce de nombreuses fonctions, améliorant la
croissance des plantes que ce soit directement, par I’augmentation de la fertilité du sol, ou
indirectement on lui conférant une meilleure résistance aux agents pathogénes ainsi qu’aux

stress environnementaux (Beauchamp, 1993).

Les microorganismes antagonistes colonisent les tissus de la plante et ont été
décrits par ailleurs, comme stimulateurs de croissance sur 1’héte, ces souches antagonistes
peuvent étre facilement appliqués dans les pratiques des pépinieres par ’immersion des
racines des jeunes plants et boutures dans les inoculas bactériens avant la plantation
(Djellout et al., 2019). Certaines souches bactériennes ont montré leurs effets protecteurs
envers une large gamme de microorganismes phytopathogenes. Deux genres bactériens
telluriques et endophytiques, Bacillus et Pseudomonas comprennent la majorité des
bactéries utilisées comme antagonistes. Ils sont connus par leur diversité de mécanismes

d’action et de métabolites impliqués dans la protection des végétaux face aux différentes

maladies (Cherif, 2014).

De plus, les Bacillus offrent un avantage par rapport aux autres bactéries, en raison
de leur capacité a former des endospores résistantes au changement des conditions du
milieu offrant ainsi un avantage pour la formulation du produit (Maksimov et Khairullin,
2016). L’objectif de cette etude consiste a mettre en évidence le pouvoir antagoniste in
vitro aux genres Bacillus initialement isolées du sol vis-a-vis des différentes souches
pathogénes présentes dans ce sol, donc quelles sont les techniques utilisées par les Bacillus
sp. pour contribuer a leur croissance et leur protection contre les phytopathogenes ?
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I. Le sol et les microflores rhizosphériques

1.1. Définition

Le sol se situe dans la biosphere a I’interface de la lithosphére et de I’atmosphere. 11
est le résultat de la dégradation de la matiére organique (d’origine végétale et animale)
provenant de la surface et de la matiére minérale, dérivant directement de la décomposition
de roches méres ou d’autres matériaux inorganiques (Coineau, 1995). Les cing principaux
facteurs impliqués dans la formation du sol sont la roche mére, le climat, la topographie,
I'activité biologique et le temps (Atlas et Bartha, 1992). Le sol a de nombreuses fonctions,
il est un milieu biologique dans et sur lequel se developpent des organismes vivants, Il est
le lieu de transferts de flux : eau, air, énergie et vie. Ce développement dépend de la
qualité de ce sol ou fertilité (quantité de carbone, d’azote, capacité d’échange ionique, etc.)
(Quénéa, 2004).

Le sol contient une multitude de cellules microbiennes actives, plus de 1 milliard
souvent par gramme a coté de ses constituants minéraux sable, argile, limon et des résidus

organiques morts (Benhacene et al., 2016).

1.2. Présence microbienne dans le sol
Les microorganismes représentent une biomasse de 1%a 4% de la masse du

carbone organique du sol et de 75% a 90% de la biomasse vivante, cette proportion étant
souvent plus grande pour les sols prairie que pour les sols cultivés. La biodiversité
microbienne des sols est décrite a ’aide de plusieurs méthodes, que ce soient par les
méthodes classiques (I’isolement et 1’identification), ou par les méthodes récemment

développées (I’extraction quantitative de I’ADN) (Benhacene et al., 2016).

L’abondance des microorganismes diminue avec la profondeur, surtout pour les
bactéries, et se different selon leur localisation. Dans le sol, une grande partie des
microorganismes se trouve au voisinage des racines, dans la rhizospheére, ou les substances
nutritives sont abondantes (Benhacene et al., 2016). Les bactéries et les champignons
constituent les microorganismes les plus représentés dans les sols ou ils sont les principaux
responsables de la minéralisation des matieres organiques (Figure 1), grace a la diversité de
leurs capacités métaboliques, elles sont capables de decomposer et de minéraliser
quasiment toutes les molécules organiques d’origine naturelle et certaines peuvent méme

dégrader des molécules organiques de synthése comme les pesticides (Quénéa, 2004).
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L}
(vers, acariens,
collemboles)

Décomposeurs
(bactéries et champignons,

aérobies et anaérobies) primaire

Minéralisation secondaire

Figure 1 : Cycle de la matiére organique : minéralisation et humification (Ghitri, 2018).

Ils participent aussi a un processus appelé humification (Figure 1) qui conduit a la
formation de I'humus, ces derniéres constituent une phase colloidale stabilisée, d’aspect
brunatre, formé de deux éléments : les produits de la dégradation partielle de la matiere
organique, essentiellement végétales, et les produits des biosyntheses et de la dégradation
des microorganismes (Paul et Clark, 1996). Qui est un composé complexe et majeur du
cycle de la matiére organique tellurique et de la fertilité du sol. Leur abondance et leur
nature dépendent du type de sol, de la végeétation, du climat et des diverses actions
anthropiques et de leurs variations (Calvet, 2003). Les bactéries représentant plus de 1000
espéces, sont responsables de nombreux processus : libération des éléments nutritifs a
partir de la matiére organique et des minéraux du sol. Oxydation de I’ammonium en
nitrates (nitrification - bactéries nitrosomonas et nitrobacters). Production d’hormones de
croissance qui favorisent le développement des racines. Compétition avec les micro-

organismes pathogenes limitant ainsi les risques de maladie (Anonyme 1).

La profondeur est une variable écologique qui affecte significativement la survie
des microorganismes. Dans les zones tempérées, si une grande partie d'entre eux se
concentre dans le premier metre de la couche superficielle, ce sont en fait les premiers
centimétres qui en contiennent le plus grand nombre. L’activité microbienne principale des
sols se localise dans les couches superficielles riches en matiere organiques auxquelles se
fixent massivement les microorganismes, dans I’humus et, surtout, dans la rhizosphere

formée a la périphérie des racines végétales (Tableau 1) (Noumeur, 2018).
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Tableau 1 : Distribution des microorganismes en fonction du sol (Alexande, 1994).

Organismes/g de sol x10°
Profondeur Bgcter.les Bagterlgs Actinomycetes | Champignons Algues
(cm) aerobies anaérobies
3-8 7800 1950 2080 119 25
20-25 1800 379 245 50 5
35-40 472 98 49 14 0,5
65-75 10 1 5 6 0,1
135-145 1 0,4 - 3 -

1.3. La rhizosphére

1.3.1 Définition

Le concept de rhizosphere a été développé par le microbiologiste visionnaire
Hiltner qui percut des 1904 (Khakipour et al., 2008). « rhizo » vient du grec « rhiza »
signifiant racine, « sphére » vient du latin « sfaire » signifiant balle, ballon ou globe. La
sphére définit le champ d’influence du systeme racinaire. La rhizosphere est le volume de
terre directement soumis a ’action des racines. La richesse de cette zone la rend favorable
a la colonisation par des microorganismes dont leur activité, modifie sa composition et son
activité chimique (Benhacene et al., 2016). Elle correspond aux surfaces d’échanges entre
les racines et les minéraux de la terre ainsi qu’entre les racines et les microorganismes,
c’est une zone ou les relations entre plantes et microorganismes sont particulierement
actifs. Elle constitue une continuité entre le milieu biologique et le milieu physique

(Benhacene et al., 2016).
1.3.2 Role de la rhizospheére
Le rble de la rhizosphere peut étre résumé dans les points suivants :

La rhizospheére joue un réle essentiel dans les processus de phytoremédiation (Maalem et

Sansri, 2014).

La rhizosphere rendue compte de la stimulation de la croissance et de Dl’activité des

communautés microbiennes autour des racines (Grayston et al., 1997).

Elle contribue & modifier les propriétés des sols : propriétes biologiques, biodiversités et

activités microbiennes, fertilité et qualité du sol (Gobat et al., 2010).
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1.3.3 Facteurs déterminant la richesse et I’activité de la rhizosphére

D'une fagon générale, I’activité microbienne dans la rhizosphere est affectée :

e Par des facteurs de I’environnement climatique, notamment : I’humidité de

I’air, température, radiation solaire.

e Par des facteurs de I’environnement édaphique, notamment : Teneur du sol en
eau et en oxygene, température du sol, teneur du sol en éléments assimilables

par les plantes, présence de composés phytotoxiques.

e Par des échanges de « molécules signal entre les racines des plantes et les
microorganismes qui leur sont associés » (champignons, bactéries,
cyanobactéries...). Mais quand il y a par exemple une symbiose associative
entre les PGPR et une plante, le role et I’importance de ces molécules est
encore mal connu. Les signaux rhizosphériques influent sur I'expression
génique « épigénétique ». lls sont souvent « phytobénéfiques » en améliorant
par exemple D’architecture, la croissance et le fonctionnement du systéme

racinaire (Gobat et al., 2010) (Figure 2).

Rhizobactéried
3 e g 8 i‘ype de sol. pH._]
- s_/ S - /
= - : = Colonisation desl
—r ~ | racines
lExsudats racillaires]—é

Figure 2: Facteurs ¢écologiques influengant le processus d’exsudation racinaire

(Nihorimbere et al., 2011).
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1.3.4 Les différentes interactions microbiennes dans la rhizosphere

Dans la rhizosphere on distingue trois zones : I'endorhizospheére, le rhizoplan et
I’ectorhizosphére (Figure 3). Les microorganismes qui se trouvent dans cette zone, nous
appelons les « Rhizobactéries ». Dans cet environnement, il y a des interactions entre les

racines des plantes, les microbes, et le sol (Ghitri, 2018).

Rhizoplane

Root
endosphere

Figure 3 : Représentation de la rhizosphére (Anonyme 2).

Au niveau de la rhizosphére, les microorganismes peuvent étre associés a d’autres

organismes de multiples fagons :

1.3.4.1 Commensalisme
Définit une interaction bénéfique pour 1’un des partenaires, permet a un partenaire de
tirer profit sans dommage pour le second (Quénéa, 2004).

1.3.4.2 Parasitisme

Est l'attaque directe d'un microorganisme par un autre dans un but nutritionnel ou un
partenaire vit aux dépens de I’autre en lui occasionnant un dommage. La rhizosphére qui
héberge une large variété de populations microbiennes, constitue un milieu favorable pour

I'apparition du parasitisme (Anonyme 3).

1.3.4.3 Symbiose
La symbiose est une association réciproquement bénéfique entre deux organismes, qui

souvent s’établie entre un partenaire autotrophe et un partenaire hétérotrophe (Anonyme
4). Le fonctionnement de symbiose repose sur l’interaction étroite entre les trois
composantes qui sont le sol, les microorganismes du sol et la plante. Le sol détermine les
conditions physico-chimiques, dont certaines sont indispensables a 1’établissement de la
symbiose. Les symbioses fixatrices d’azote les plus connues font intervenir la famille des

Légumineuses avec ses symbiontes bactériens, les Rhizobia. D’autres bactéries fixatrices
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d’azote sont capables d’interagir avec les plantes, comme les actinomycétes. Dans les deux
cas, la symbiose avec les bactéries aboutit a la formation d'un nouvel organe au niveau des
racines (et/ou tiges), le nodule fixateur d'azote. Dans les nodules, les bactéries, protégées et

nourries par la plante, lui fournissent en échange de I'azote fixé (Gobat et al., 2010).

1.3.4.4 Antagonisme
En écologie, le terme d'antagonisme désigne une inhibition ou une action défavorable

d'un organisme sur la virulence d'agents phytopathogenes se conservant dans le sol ou bien
vis-a-vis d'un autre a l'intérieur d'une population microbienne mixte. L'antagonisme se
manifeste généralement soit par une compétition, un hyper parasitisme, une production de

sidérophores ou par une antibiose (Djellout et al., 2019).

1.4 L’effet bénéfique des bactéries du sol et de la rhizospheére

1.4.1 Généralités

Un grand nombre de microorganismes vivent dans le sol (Figure 4). On compte les
virus, les bactéries, les champignons, les protozoaires et les algues (Paul et Clark, 1996).
Les bactéries sont les organismes les plus nombreux et représentent en moyenne 6. 10°
cellules par gramme de sol. La rhizosphére est la zone de sol qui est sous l'influence des
exsudats racinaires. Dans cette zone se trouve un groupe particulier de bactéries, les
rhizobactéries. Celles-ci sont généralement des souches trés compétitives capables de
coloniser le systeme racinaire riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de
développement de la plante (Kloepper, 1993). Durant les dernieres années, I'étude de la
biologie de la rhizosphére a mis en évidence un groupe spécial de micro-organismes
bénéfiques qui colonisent les racines des plantes, stimulent leur croissance et les protégent
contre certains pathogenes. Elles représentent environs 2-5% des bactéries vivant dans la
rhizosphére (Khan et al., 2009).

Les rhizobactéries stimulatrices de la croissance des plantes (PGPR : Plant growth
promoting rhizobacteria) sont les bactéries du sol qui colonisent les racines des plantes et
améliorent leur croissance directement ou indirectement ; et a leur tour les racines des
plantes sécretent des métabolites qui peuvent étre utilisés comme éléments nutritifs. La
stimulation directe peut inclure la fixation de I'azote atmospherique, synthése de diverses
phytohormones et des enzymes, ainsi que la solubilisation des minéraux du sol. Tandis que

la stimulation indirecte qui comprend l'inhibition des phytopathogénes via trois types
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d'interactions, la compétition, I’antagonisme et I’induction de la défense de la plante (la

résistance systémique induit : IRS) (Ghitri, 2018).

Les PGPR les plus fréqguemment identifiées sont des pseudomonades fluorescentes,
des Azospirillum, des Azotobacter, des Klebsiella, des Enterobacter, des Rhizobium, des
Serratia spp. mais comptent aussi des Bacillus, et en particulier le genre Bacillus qui forme
des spores qui lui donne une certaine résistance a la température, et a la concentrations
élevées des produits chimiques, impliquant un potentiel PGPR particulier (Kumar et al.,
2012).

Le genre Bacillus présente des capacités remarquables, peut synthétiser une vaste
gamme de substances bénéfiques (Ghitri, 2018). Ce dernier stimule la croissance végeétale
par différant processus tels que la production d'lAA, la solubilisation du phosphate,
fixation de l'azote, et les attributs de la lutte biologique comme la production de
sidérophore, enzymes hydrolytiques et les antibiotiques (Kumar et al., 2012).

| 32 64 128 256 5121024 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
mm 2

Figure 4 : Présentation schématique des organismes du sol (Benhacene et al., 2016).
1.5 Les différents groupes des bactéries PGPR

On distingue deux grands groupes de PGPR : les phytostimulatrices et les

phytoprotectrices.

1.5.1 Les PGPR phytostimulatrices

Elles influencent la croissance des plantes en :

Améliorant la biodisponibilit¢ de certains nutriments par la fixation de 1’azote

atmosphérique, ou par solubilisation du phosphate.
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Synthétisant des phytohormones comme des auxines, cytokinines, gibbérellines.

Facilitant la mise en place ou le fonctionnement des symbioses mutualistes entre les

racines et les bactéries fixatrices d’azote ou les champignons mycorhiziens.

Par leur action enzymatique, elles solubilisent les éléments nutritifs présents dans les

réserves organiques et minérales du sol tels que : le phosphate, I’azote et le fer (Curl et

Truelove, 1986).
1.5.2 Les PGPR phytoprotectrices

Les PGPR se trouvent dans des environnements hautement compétitifs. En
consequence, elles ont développé plusieurs moyens offensifs pour cette compétition intra et
interspécifiques, elles favorisent la croissance des plantes en réduisant le niveau de

certaines maladies. Pour cela, elles peuvent agir :
Par interférence avec des signaux, en détruisant les molécules signal des pathogénes.

En activant la résistance systémique induite de type ISR des plantes, qui augmentera la

résistance des plantes a I’attaque des pathogenes.

Par antagonisme en produisant des antibiotiques déléteres pour les pathogénes et des
substances antibiotiques, des enzymes bactériolytiques et des toxines de nature protéique
communément connues sous le terme de bactériocines. Ces toxines sont capables de tuer
les bactéries compétitives étroitement liées sans pour autant affecter la bactérie productrice
(Beneduzi et al., 2008).

En contrélant la croissance des pathogenes par la compétition pour les éléments nutritifs,
comme par exemple, la compétition pour le carbone et la compétition pour le fer dont la
biodisponibilité dans le sol est trés faible, ces bactéries bénéfiques peuvent donc influencer
I'acquisition des nutriments et aussi moduler les taux d'hormones et atténuer les impacts

négatifs des facteurs biotiques et abiotiques (Curl et Truelove, 1986).

1.6 Diversités taxonomique des PGPR
Au cours des dernieres années, le nombre de PGPR identifiées a augmenté d’une facon

significative, principalement puisque le réle de la rhizosphére comme écosysteme a gagné
de ’importance dans le fonctionnement de la biosphere et que les mécanismes d’action des
PGPR ont été suffisamment étudiés. Ces microorganismes cultivables, présentant une

diversité de genres et d’espéces, appartiennent majoritairement aux quatre phyla suivants :

10
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Proteobacteries, Actinobacteries, Bacteroidetes et Firmicutes (Hugenholtz, 2002). Ce

dernier représente le point principal de cette mémoire.

1.6.1 Firmicutes
Parmi les bactéries telluriques a Gram positif, les Bacillus (Figure 5) sont les types

les plus communs et les plus prédominants, ils représentent 95% de la flore isolée.

Figure 5 : Observation par microscope électronique d’une souche de Bacillus (Silini,
2012).

1.6.1.1 Le genre Bacillus
C’est un genre trés diversifié, particulierement hétérogenes, saprophytes et

ubiquitaires. Il existe des espéces acidophiles et d’autres basophiles, mésophiles ou encore
thermophiles. Le genre bactérien Bacillus pourrait étre intéressant a utiliser comme PGPR.

Ce genre bactérien appartient a la famille des Bacillaceae de I'ordre des Bacillales dans
I'embranchement des Firmicutes (Figure 6).

FIRMICUTES
Low G + C gram-positives
Wall-less Have cell walls
— =

Produce No endospores

endospores
/\~ Lactobacillales |
Anaerobic Aerobic and J
facultatively anaerobic
Clostridiales Bacillales

It

Figure 6 : Les firmicutes (Anonyme 5).
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Les caractéristiques distinctives entre les membres du genre Bacillus et les autres
bacilles sporulant sont la nature aérobie stricte ou facultative, la forme bacillaire et la
production de catalase. Les Bacillus sont connues comme producteurs d’antibiotiques avec
une activité antagoniste contre les champignons et quelques bactéries pathogenes (Cherif,
2014).

Elles sont potentiellement utiles comme agents de lutte biologique par exemple :
La lutte biologique avec Bacillus thuringiensis (Figure 7), il est capable de solubiliser le
phosphate, produire de I'AlA, sidérophore et des antifongiques (Cherif, 2014).

Ces bactéries sont fréquemment retrouvées au voisinage des racines des plantes ou
certaines especes ont un role dans la fixation d’azote. Certaines espéces de ce groupe sont
des diazotrophes, notamment B. subtilis, isolée a partir des rhizospheres de diverses plantes
a des concentrations supérieures a 10’ bactéries par gramme de sol rhizosphérique
(Aitbelkacem et Belgrade, 2017).

Figure 7 : Coupe longitudinale de Bacillus thuringiensis en fin de sporulation
(Aitbelkacem et Belgrade, 2017).

1.6.1.1.1 Habitat

Ce genre regroupe un grand nombre d'espéces trés répandues dans la nature. Leur
habitat principal est le sol, dans ce dernier, les Bacillus représentent une grande

fraction de la communauté microbienne partageant leur milieu avec des commensaux

12
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représentant principalement les genres Pseudomonas et Actinomyces ou ils joueraient un
role dans les cycles du carbone et de ’azote, dans lequel la variété de la flore en Bacillus
sera en fonction de la richesse en matiéres organiques (B. subtilis, B. licheniformis, B.

cereus pour les sols les plus pauvres) (Anonyme 5).

1.6.1.1.2 Classification
Selon la classification de Bergey (2001), la classification de Bacillus et comme
suit (Tableau 2).

Tableau 2 : Classification de Bacillus sp. (Lechevalier, 1981).

Regne Bacteria
Embranchement Firumicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espece Bacillus sp.

On classe les Bacillus selon la capacité a former des spores ainsi que sur la
morphologie de la spore et en fonction d’autres critéres (thermophile, caractére respiratoire

et fermentaire etc ....) (Bergey, 2001).

1.6.1.1.3 Caractéristiques bactériologiques du genre Bacillus

Le genre Bacillus représente un groupe hétérogéne de bactéries en forme de
batonnets droit ou légérement recourbé que l'on retrouve seul ou en pair, parfois en chaine
et occasionnellement en long filament, a gram positif avec des extrémités arrondies, a
I’exception des membres du Bacillus cereus qui posséde des extrémités carrées,
d’une longueur de 0.9 a 10.0um, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche (
B. anthracis et mycoides sont immobiles et pour les espéces mobiles, la mobilité est
variable selon les souches), parfois capsulés (B. anthracis, licheniformis, megaterium et
subtilis peuvent élaborer une capsule formée d’un polymére d’acide glutamique), aérobies
ou anaerobies facultatives, mais certaines espéces peuvent étre anaérobies strictes, le plus
souvent catalase positive, donnant une réponse variable au test de 1’oxydase (Bouras,
2018).

Elles sont capables de former des endospores résistantes a différentes conditions telles
que la température, les radiations, les désinfections et la dessiccation... (Cherif, 2014). La

production d'endospore en condition aérobique représente le caractére définissant les
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Bacillus depuis 1920, les endospores sont formées de facon intracellulaire a la fin de la
phase exponentielle de croissance, et une seule endospore par cellule sera formée et leur

position dans la cellule est aussi caractéristique (Bergey, 2001).

1.6.1.1.4 Caractéristiques physiologiques du genre Bacillus

Les espéces du genre de Bacillus possédent une diversité physiologique, Ils
peuvent degrader la plupart de la matiére organique animale ou végétale (cellulose,
amidon, protéines, hydrocarbures...) par la production d’enzymes extracellulaires , sont
des producteurs d'antibiotiques, des nitrificateurs hétérotrophes, sont capable de
dénitrification, de fixation d'azote, des précipitateurs de fer, des oxydants de selénium, des
oxydants et réducteurs de manganése, possédent des capacités étonnates qui leur
permettent de survivre dans des habitats extrémes, elles peuvent étre thermophiles,
psychrophiles, acidophiles, alcalophiles, halotolérants ou halophiles (Cherif, 2014) et
sont capables de croitre a des valeurs de pH, de température et de concentrations de sel ou
peu d'autres organismes peuvent survivre. A cause de cette variabilité physiologique, nos

connaissances sur I'écologie du Bacillus sont trés insignifiantes (Bouras, 2018).

1.6.1.1.5 Utilisation des PGPR (Bacillus sp.)

La plupart des espéces du genre Bacillus sont utilisées avec succés dans le domaine de
I’agriculture et I’industrie fine ainsi que dans le domaine médical et pharmaceutique.
Bacillus est I’un des microorganismes les plus connues et les plus utilisées dans le domaine
de la lutte biologiques contre plusieurs insectes ravageurs de culture et agents
phytopathogeénes (Djellout et al.,2019).

Certaines souches de Bacillus (B. licheniformis, B. halodurans, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens et B. clausii) sont utilisées au niveau industriel. Il est estimé que les
enzymes produites par Bacillus représentent 50 % des enzymes sur le marché, les
différentes enzymes (amylase, protéase, glucanase, etc.) produites par les Bacillus sont
utilisées dans différents procédés industriels. On les retrouve dans les détergents (protéase
alcaline), pour la cuisson (amylase) et les boissons (amylase, glucanase), il y a quatre

espéces qui possedent le potentiel d'étre utilisées comme insecticide (Bergey, 2001).

Parmi celles-ci, I'espéce Bacillus thuringiensis, dont la principale caractéristique est de
synthétiser, pendant la sporulation, une inclusion cristalline composée de protéines ayant
des propriétés insecticides. En agriculture, il permet de lutter contre de nombreux

ravageurs de cultures, essentiellement des larves de Iépidopteres et de coléopteres. En santé
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humaine, il permet de controler efficacement les populations de plusieurs diptéres vecteurs
de maladies, les autres espéces pouvant servir comme insecticide sont B. sphaericus, B.

popilliae (Sanchis et al., 1995).
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Chapitre Il Réle de Bacillus sp. dans I'antagonisme et dans la croissance des
plantes

I1. ROle de Bacillus sp. dans I’antagonisme et dans la croissance
des plantes

11.1. Les modes d’actions de Bacillus sp.
Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végetale résultent de

différents mécanismes exercés par les PGPR dont les modes d’action sont directs ou
indirects. Bien que la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les
meécanismes directs sont ceux agissant a I’intérieur des plantes et affectent directement leur
métabolisme tandis que les mécanismes indirects, en général, sont ceux qui se produisent
en dehors des plantes. Sur la base de leur activités (Somers et al., 2004). Sont classés les
PGPR comme biofertilisants (augmentant la disponibilité des éléments nutritifs aux
plantes), phytostimulateurs (améliorant la croissance des plantes, habituellement par la
production de phytohormones), rhizoremédiateurs (dégradants les polluants organiques)
et biopesticides (lutte contre les maladies, principalement par la production de métabolites

antibiotiques et antifongiques) (Figure 8).
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Figure 8 : Promotion de la croissance des plantes par les PGPR (Khan et al., 2009).

25

11.1.1. Mode d’action direct (I’effet phytostimulateur)

Certaines PGPR stimulent la croissance des plantes en l'absence de pathogénes. Ces
effets directs regroupent les accroissements de la masse aérienne et racinaire, les
élongations racinaires, et les levées accélérées des plantules. Ces augmentations

s'expliquent généralement par :
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De meilleurs prélevements et assimilation des éléments nutritifs par la plante, la production
de phytohormones et le développement de résistance induite chez les plantes.

Une meilleure nutrition azotée est assurée par Bacillus-céréales.

Diverses bactéries ont la capacité de solubiliser le phosphore organique par l'action de
phosphatase, ou le phosphore inorganique par la libération d'acides organiques (Kloepper
etal., 1993).

11.1.1.1 Fixation de I’azote
L'azote est un élément chimique trés disponible dans la nature et indispensable pour

le fonctionnement des organismes. L'atmosphere est constituée d'environ 80% de gaz N..
Mais la plupart des végétaux ne peuvent l'utiliser sous cette forme inerte. Les plantes
absorbent seulement les formes ioniques solubles dans I'eau qui se trouvent sous les formes
nitriques ou nitrates (NO53") et ammoniacales ou ammonium (NH,4"), au niveau des racines
(Anonyme 7). Les rhizobactéries fixatrice de 1’azote sont importantes pour une bonne
fertilisation du sol et un systeme agricole durable (MacMillan, 2001). Les
microorganismes a associations symbiotiques produisent 80% de 1’azote et le reste
provient des systemes libres ou associés, la fixation de I'azote non symbiotique a une
grande importance agronomique, dont certains espéces de Bacillus peuvent fixer 1’azote y
compris B.coagulans, B.polymyxa, B.azototoxifant et B.macerans, représentent jusqu’ a

18.8% du nombre totale de bactéries sporogenes dans le sol (Saxena et Tilak, 1998).

11.1.1.2 Solubilisation de phosphate
Le phosphore est le deuxieme élément nutritif le plus important pour les plantes, aprés

I’azote, et il représente environ 0,2% du poids sec d'une plante. Le phosphate existe dans le
sol sous forme de sels minéraux ou incorporé dans des composés organiques (Figure 9).
Bien que ces composés du phosphore soient abondants dans les sols agricoles, la majorité

d'entre eux se presente sous une forme insoluble (Cherif, 2014).
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Figure 9 : Mouvement de phosphate dans le sol (Cherif, 2014).

Les especes de Bacillus solubilisatrices du phosphate jouent un réle pour la
nutrition des plantes puisqu’elles ont la capacité a convertir phosphate insoluble au
phosphate soluble en produisant des acides organiques, la chélation et I'échange d'ions ce
qui augmente la fertilité du sol. De plus, les sols contiennent des acides organiques de bas
poids moléculaire avec un ou plusieurs groupes carboxyliques et certains acides. Le réle
des acides organiques dans la solubilisation du phosphate dépend fortement du sol
(Maksimov et Khairullin, 2016).

Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate (PSB) pourraient donc
constituer une source prometteuse comme agent biofertilisants dans I'agriculture. La
solubilisation de phosphates est le résultat de I’acidification, de la chélation, des réactions
d’échange d’ions et de production d’acides organiques de faible poids moléculaire. Le
principal mécanisme de solubilisation des phosphates est la production d’acides
organiques.

Les acides gluconiques et 2-cétogluconique sont les plus fréquemment rencontreés.
La libération de ces acides mobilisant le phosphore par l'intermédiaire d’interactions
ioniques avec les cations du sel, de phosphate conduit a l'acidification des cellules
microbiennes et de leur environnement et par conséquent la libération du phosphate sous
forme ionique. La libération des groupements phosphates liés a la matiére organique est
assurée par 1’action des phosphatases (Kumar et al., 2012). Parmi les communautés
bactériennes du sol, les espéces de Bacillus, Enterobacter, Erwinia et Pseudomonas spp.
dont B. megaterium, B. polymyxa, B circulans, B. coagulans, B. subtilis et B. sircalmous

sont les plus performantes dans la solubilisation des phosphates (Cherif, 2014).
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11.1.1.3 Production de phytohormone
Les hormones végétales sont des messagers chimiques qui affectent la capacité de la

plante a réagir a son environnement. Sans compter qu'elles jouent un réle important dans la
réponse de la plante aux stresses biotiques et abiotiques. De nombreux travaux indiquent
que l'utilisation des hormones en tant que molécule- signal ne sont pas destinées seulement
aux plantes mais participent également a la communication entre les bactéries et d'autres
microorganismes ou ISR. Il existe cinq principaux groupes d’hormones : les auxines, les

gibbérellines, 1'éthyléne, les cytokinines et 1’acide abscissique (Ghitri, 2018).

11.1.1.3.1 Acide indole acétique (AlA)

L’ AIA est le plus important du groupe des auxines et quantitativement le plus produit
par les PGPR. Il fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du
développement des plantes, agissant sur l'organogenese, les réponses trophiques, les
réponses cellulaires telles que I'expansion des cellules, la division, la différenciation et la
régulation des génes (Ryu et Patten, 2008).

L’ AIA et ses analogues actifs dans la plupart des plantes sont synthétisés a partir du
tryptophane principal précurseur. Les exsudats des racines sont la source principale du
tryptophane dans le sol, le groupe B. cereus est capable de produire des quantités
physiologiquement actives d'auxines (AlA), le role de ’AIA dans la stimulation de la
croissance est obtenu en imitant I'effet de la bactérie par 1’application directe de I’AIA sur
les racines. Il favorise la survie des bactéries dans la rhizosphere (Figure 10) (Spaenpen et
al., 2007).
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Figure 10 : Role de I’acide indole acétique dans I’amélioration de la croissance végétale

(Khan et al., 2009).
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11.1.1.3.2 Les gibberellines

Les gibbérellines sont synthétisées par les plantes supérieures, les champignons et les
bactéries ; ce sont des acides diterpénoiques constitués de résidus isopreniques. Un nombre
important (136) de gibbérellines différentes sont identifiées et caractérisées (MacMillan,
2001). Elles affectent la division et I'allongement cellulaires et sont impliquées dans
plusieurs processus de développement tels que la germination des graines, la floraison, la
fructification et le retard de la sénescence dans de nombreux organes d'une large gamme
d'especes végetales (MacMillan, 2001). Les gibbérellines sont également impliquées dans
la promotion de la croissance de la racine car elles régulent I'abondance des poils
racinaires, la capacité des bactéries a synthétiser des substances de gibbérellines a été
initialement décrite chez Azospirillum brasilense (Tien et al., 1997) et Rhizobium
(Williams et Sicardi, 1982) puis chez différents genres bactériens qui peuplent le systeme
racinaire de la plante, y compris Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas,
Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium,
Burkholderia, et Xanthomonas (Mitter et al., 2002). La promotion de la croissance des
plantes par les PGPR productrices de gibbérellines est rapportée par plusieurs travaux et
cet effet positif sur la biomasse végétale est souvent associé a une teneur accrue en
gibbérellines dans les tissus végétaux, certaines souches de bactéries Bacillus sont capables
de synthétiser cette hormone, comme B. cereus, B. subtilis et B. licheniformis (Benhacene
et al., 2016).

11.1.1.3.3 Les cytokinines

Les cytokinines sont des aminopurines N6-substituées qui jouent un réle-clé dans
un grand nombre de processus physiologiques tels que la division cellulaire des plantes,
I'interruption de la quiescence des bourgeons dormants, I'activation de la germination des
graines, la promotion de la ramification, la croissance des racines, I'accumulation de la
chlorophylle, I'expansion des feuilles et le retard de la sénescence (Salisbury et Ross,
1992). Certaines souches de Bacillus spp. sont capables de synthétiser des cytokinines par
exemple la souche Bacillus Subtilis IB-22 (Ghitri et al., 2018).

11.1.1.4 La production de sidérophores
Le fer est I'un des micronutriments les plus importants pour la croissance

microbienne dans divers environnements. Bien que le fer soit présent sur terre en grande
quantité, il est insoluble. Les bactéries capables de synthétiser des sidérophores sont :

Bacillus, Pseudomonas et Azotobacter (Benhacene et al., 2016). On retrouve comme
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sidérophore chez Bacillus la bacilibactine, I'anthrobactine, l'acide itoique, le citrate, la

pétrobactine et la schizokinene pour n'en nommer que quelques-uns, Il y a plus de 500
sortes de sidérophores connues a ce jour. |l est possible pour les bactéries d'utiliser des

sidérophores exogenes pour combler leur besoin en fer (Figure 11).
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Figure 11 : Production de sidérophores et assimilation de fer (Cherif, 2014).

La synthése des sidérophores dans les bactéries, par le faible niveau de Fe3et par la
diminution de I’acidité des sols. Bien que les sidérophores soient principalement spécifiques
du fer, ils peuvent aussi complexer d’autres métaux lourds toxiques tel que Al, Cd, Pb et Zn,
ainsi qu'avec des radionucléides, en augmentant leur solubilité. En outre, ils contribuent a la
production des bis pesticides et des agents de bio contrdle et favorisent la solubilisation des
phosphates. Enfin, ils ont d’autres fonctions biologiques telles que 1’amélioration de la

fixation d’azote et I’augmentation de la nodulation (Figure 12) (Benhacene et al., 2016).
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Figure 12 : Les fonctions biologiques des sidérophores (Boulanger, 2009).
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11.1.1.5 Protection contre le stress salin
Le stress salin est I'un des graves problémes environnementaux qui causent le stress

osmotique, est un Vvéritable stress abiotique qui limite la croissance et la productivité des
plantes (Kumar et al., 2012). La salinité du sol diminue l'activité photosynthétique et la

croissance des plantes a cause d’un déséquilibre nutritionnel.

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes comme Bacillus sp. peuvent
induire la tolérance a la salinité par la production de diverses hormones et par
I'amélioration de la disponibilité des nutriments a partir de la matrice du sol cela traduit par
la régulation de différents parametres altérer par le stress salin comme par exemple :

% La diminution de la concentration en chlorophylle (Abdel-Ghaffar et al., 1981).

% L’augmentation de la synthése des prolines qui consomment une grande quantité

d’azote (De la Rosa-Ibrra et Maiti, 1995).
% Modification de la pression osmotique diminue la croissance des glycophytes
(Greenway et Munns, 1980).
L’exemple ci dissous (Figure 13) montre évidement le role essentiel de PGPR
(Bacillus) dans la résistance des plantes dans les sols salins.

» A 100 mM : une différence significative (de 1’ordre de 40%) de la levée a été

enregistrée chez les plantes traitées par B. cereus, par rapport aux plantes témoins.

» A 300 mM : un pourcentage de levée de I’ordre de 58%, par rapport aux plantes

témoins.

» A 500 mM : un pourcentage de levée de I’ordre de 9%, par rapport aux plantes

témoin qui ont été totalement inhibée.

» >700 mM la levée des plantes traitées par B. cereus était complétement inhibée.

L’inoculation des plantes par B. cereus en milieu salin influence positivement les
parameétres morphologiques et les parametres de croissance de la plante en comparaison

avec le témoin non inoculé (Moustain et al., 2019 ).
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Figure 13 : Effet de diverses concentrations salines (en mM de NaCl) sur le pourcentage
de levée des plantes traitées par Bacillus cereus en fonction des jours apres semis
(Moustain et al., 2019).

11.1.1.6 Compétition pour I"espace et les nutriments
La compétition pour I'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé

par les PGPR pour éliminer les phytopathogenes. Une réduction de la maladie peut étre
associée a une colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui
réduit le nombre de sites habitables pour les micro-organismes pathogenes et, par
conséquent, leur croissance (Dommergues et Mangenot, 1970). Donc la vitesse de
croissance a un r6le majeur, il y a aussi autres propriétés renforcant le potentiel
colonisateur d”une souche tel que la mobilité (présence d"un flagelle), le chimiotactisme et
la faculté d"utilisation des composés excrétés par les racines en tant que sources de carbone
et d"azote (Berggren et al., 2001).

11.1.2 Mécanismes indirectes (antagonisme)

Certaines PGPR produisent des effets bénéfiques sur la croissance des plantes en
présence d'un pathogene ou d'un rhizobia. Ces modes d'action indirects sont généralement
attribuables a la compétition, a la production d'antibiotiques et a la détoxification du milieu
; chez les légumineuses, les PGPR meénent a l'accroissement du nombre de nodosités

produites par les rhizobia (Charif, 2014).

Les PGPR autochtones du sol et la rhizosphére jouent un r6le majeur dans la lutte
biologique contre les agents pathogénes des plantes. Elles peuvent supprimer un large

spectre de maladies bactériennes, fongiques et parasitaires. Les PGPR peuvent aussi
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procurer une protection contre les maladies virales. De nombreux travaux présentent la

diversité des agents microbiens impliqués dans la lutte biologique (Siddiqui, 2005).

11.1.2.1 Antibiose
L’antibiose est définie comme 1’inhibition d’un organisme par le produit

métabolique d’un autre organisme, il est probablement le mécanisme le plus connu et peut-
étre le plus important utilisé par les PGPR pour limiter I"invasion des pathogénes dans les
tissus de la plante héte (Whipps, 2001). Ces mécanismes se traduisent essentiellement par
deux activités antibactérienne et antifongique (Benhamou et Picard, 1999).

11.1.2.1.1 Activite antifongique et/ ou antibacteérienne

De nombreux Bacillus spp. comme B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B.
subtilis, B. cereus, B. megaterium et Bacillus mycoides sont connus comme tres
producteurs efficaces de molécules antibiotiques (Tableau 3), ceux-ci incluent la
bacillomycine, la mycobacilline, la fongistatine, iturine, phengicine, plipastatine, surfactine
et bacilizine (Whipps, 2001).

Tableau 3 : Activité antibiotique de certaines souches Bacillus (Maksimov et Khairullin,
2016).

Espece ou souche de

ATB ou Antifongique

La maladie ou le pathogéne

bacillus sensible
Bacillus sp _ o -bacteries pathogenes ; G(+) G(-)
' polymyxine, circuline, -champignons pathogénes ;
colistine....etc. Alternariasolani, Aspergillus
flavus, ...etc.
B. Subilis CPA-8 Fengycine - la pourriture brune du pécher.
ATCC 6633 La rhizocticine -antifongique et nématocides.

B.brevis et B. polymyxa.

GramicidineS et
polymyxine B.

-Inhibent les spores de B. cinerea
Et activent contre Moisissure
grise (botrytis) de fraise.

11.1.2.2 Résistance systémique induite (ISR)
Lors du phénomene appelé « résistance systémique induite » (ISR), des

rhizobactéries non pathogenes notamment certaines espéces de Bacillus peuvent conférer a

la plante un certain degré de protection a des attaques ultérieures par un phytopathogéne

via la stimulation de mécanismes de défense systémique (Figure 14, 15).
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Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites «
élicitrices » produites par le microorganisme bénéficiaire. Parmi les microorganismes non
pathogénes capables d’induire I’ISR, les espéces du genre Bacillus comme B. pumilus,

mycoides, subtilis, amyloliquefaciens, pasteurii, thuringiensis ou cereus (Kloepper, 1993).

Microorganismes pathogénes
aux végétaux O

Recrutement des microbes Microorganismes
bénéfi aux v bénéfi aux végétaux

mehquesiaNTvoRetanT o

Production des |
composés inhibiteurs
de I'agent pathogéne

Figure 14: Model montre [D’activation de la résistance induite (RI) par les

microorganismes bénéfiques (Berendsen et al., 2012).

L’expression phénotypique du phénomene de I’ISR peut étre divisée en trois étapes

principales (Kloepper, 1993).

» La perception par la plante des molécules bactériennes responsables de 1’¢licitation
du phénomene.

» La transmission du signal nécessaire a la systémisation du phénoméne dans la
plante.

» L’expression du ou des mécanisme(s) de défense sensu stricto induits permettant de

limiter voire inhiber la pénétration du pathogéne dans les tissus de 1’hote végétal.
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A. Elicitation B. Transmission du signal |C. Défenses ronfom‘os Résistance
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Figure 15 : La résistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries. A :

I’¢licitation : les rhizobactéries ou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) interagissent avec les
racines de ’hote et produisent des éliciteurs qui sont pergus par la plante. B : aprés la reconnaissance des
déterminants, un signal est véhiculé dans I’ensemble de la plante afin de I’alerter .C : enfin, lors d’une

éventuelle attaque par un agent phytopathogéne, la plante sera en mesure de répondre plus efficacement a

I’agression, lui conférant ainsi une résistance (Jourdan et al., 2008).
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I11. Méthodes d’études les Bacillus potentiellement PGPR

I11. 1. Echantillonnage
Le sol rhizosphérique est collecté a environ 3 cm des racines principales et le sol de

la rhizosphére adjacent aux racines est délicatement arrache. Le sol adjacent aux racines et
le sol rhizosphérique ont été mélangés ensemble. Tous les échantillons sont placés dans des
sacs en plastique stériles et transférés au laboratoire et conservés a 4 ° C avant traitement
(figure 16) (Fan et al., 2016).

Figure 16 : Méthode d’échantillonnage (personnel, Rabta 2020).

111.2. Isolement du genre Bacillus
L’isolement du genre Bacillus a partir des échantillons de sol rhizosphérique

prélevés se fait en utilisant la méthode de dilutions et ensemencement sur le milieu de
culture PCA. Un gramme d'échantillon de sol sont suspendu dans 9 ml d’eau
physiologique (solution mere), les échantillons sont laissés dans un bain-marie a 80°C
pendant 10 minutes, pour I’¢limination de toute forme végétative (Choc thermique).
Ensuite des dilutions appropriées sont faites par dilution décimale (10, 102, 10°....... 10
7). 100 pL sont utilisés pour ensemencer des géloses de PCA. Aprés incubation pendant 24
heures & 30°C, les colonies obtenues sont ensuite purifiées et conservees (Bouras, 2018).
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111.3. Conservation des isolats
Les colonies pures, isolées, doivent étre conservées dans des tubes & essai inclinés de

Gélose nutritif (GN), ensemencées sur la pente des tubes par la méthode des stries,
incubées a une température de 30°C pendant 24 a 48 heures. Une conservation des tubes
qui manifestent une croissance bactérienne a une température de 4°C, pour un intervalle de
temps de 4-6 semaines. Concernant la conservation a longue durée, les souches isolées
sont conservées dans un bouillon nutritif glycérolé a une concentration de 20 %, a une

température de -20°C (environ 1 an) (Bouras, 2018).

I11.4. Identifications du genre Bacillus
Une identification morphologiquement et physiologiqguement des colonies

purifiées obtenues. Les criteres recherchés et jugés suffisants selon Bouali et al (2016)
sont vérifiés pour affirmer D’appartenance au genre Bacillus comme; [Iaspect
macroscopique des colonies sur la gélose, la réaction positive a la coloration de Gram, la
mobilité, la réaction positive de la catalase, et la présence des spores a I’intérieure des
cellules bactériennes (Ghitri, 2018).

111.5. Etude du pouvoir PGP in vitro

Les propriétés stimulatrices de la croissance comprennent la production d’enzymes
extracellulaires (protéases et amylase), la production d’hormone de croissance (acide
indole acétique), la solubilisation du phosphate, I’activité antagoniste et le pouvoir de
colonisation du systéme racinaire par 1’évaluation de la formation de biofilm (Cherif,

2014).

111.5.1. La production des enzymes

111.5.1.1. L activité protéolytique
Les enzymes protéolytiques sont des hydrolases formées d’une ou plusieurs chaines

polypeptidiques. Les protéases catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute
molécule protéique. L activité protéolytique doit étre réaliser sur gélose nutritive contenant
5% de lait écrémé. Apres 48 heures d’incubation a 30°C, la présence de cette activité est
détectée par un halo clair autour de la strie indiquant 1’hydrolyse de la caséine, par contre

un résultat négatif ne montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (Ghitri, 2018).

111.5.1.2 L activité amylolytique
Le test qui indique I’activité amylasique doit étre réaliser sur gélose a base d’amidon.

Aprés incubation a 30°C pendant 48 a 72h, une solution de lugol est dispersée sur toute la

surface du milieu. Apres quelques minutes de contact, 1’exces de lugol est éliminé et les boites
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lavées a I’eau distillée. La présence de 1’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue
noiratre, ceci implique une absence d’activit¢ amylasique. En revanche, si I’amidon est
hydrolysé, une zone claire apparaitrait autour des colonies. Ce qui traduit une présence

d’activité amylasique chez les isolats (Benhacene et al., 2016).

111.5.2 La production de I’acide indole acétique

La production de I’acide indole acétique est mise en évidence sur milieu TSB
additionné de 1g/l du tryptophane comme seule source de carbone, selon la technique de
(Etesami et al., 2015). L’inoculation du milieu par 100 ul d’une culture bactérienne de
24h et incubé pendant 72h a 30°C. Aprés incubation, une centrifugation de culture a 5000
rpm/ 20 min. Un volume de 1ml de surnageant mélangé a 1ml du réactif de Salkowski (50
ml, 35% de I’acide sulfurique H,SO4 1 ml de la solution du chlorure férique 0.5 M FeCls).
La présence de I’acide indole acétique est indiquée par 1’apparition de la couleur rose

(Goswami et al., 2014).

111.5.3 La solubilisation du phosphate

La capacité de solubilisation des phosphates selon la technique décrite par
(Beneduzi et al., 2008) sur milieu glucose TGEA (tryptone glucose extractagare). Les
deux autres solutions préparées separément ; il fait dissoudre d'abord 5 g de K,HPO, dans
50 ml d'eau distillée et ensuite 10 g de CaCl, dans 100 ml d'eau distillée. Ces deux
solutions ajoutées a 1 L de TGEA. Un volume de 10ul de chaque culture bactérienne de
24h est déposé a la surface du milieu puis incubé a 30°C pendant 5 a 7 jours. La
solubilisation des phosphates se traduit par un halo clair autour de la colonie (Bouali et al.,
2016).

111.5.4 La production de sidérophores sur milieu liquide et solide

La production de sidérophores peut étre testée en milieu Chrome Azurol S (CAS) sous

ses formes solide et liquide (Shwyn et Neilands, 1987).

111.5.4.1 Production de sidérophores sur milieu liquide
Le milieu King B liquide, étant donné sa composition exempte de fer, est préconisé

pour mettre en évidence la production de sidérophores. L’ensemencement du milieu par
100 pl des cultures et incubé a 30°C / 3 jours. Ensuite les cultures sont centrifugees a 5000
rpm /20min puis 500 pl du surnageant sont melanges a 500 pl de la solution CAS incubé
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30 min a I’obscurité. La couleur virera du bleu a 1’orange selon le taux de production des
sidérophores. La DO est mesurée par spectrophotométrie a 630 nm.

Le pourcentage des sidérophores est calculé selon la formule suivante (Pal et
Gokarn, 2010) :
St-Se/St x100
St : DO de la solution CAS de couleur bleue intense (témoin).
Se : DO de la solution de I’échantillon de couleur moins bleue a orange selon 1’intensité

de production.

111.5.4.2 Production de sidérophores sur milieu solide
La culture sur milieu gélosé contenant du chrome azurol S (CAS) permet de détecter la

sécrétion de sidérophores par les microorganismes (Schwyn et Neilands, 1987). Le
principe est que le milieu de culture posséde initialement une couleur bleue due au
complexe fer-CAShexadécyltriméthylammonium (complexe Fer/CAS/HDTMA) qui vire
au rouge-orangé suite au déplacement du fer par le sidérophore produit par le
microorganisme (Bertrand, 2009).

Le milieu préconisé pour la production des sidérophores sur milieu solide est le milieu
King B, qui est ensemencé par un spot de 2 pl de la culture bactérienne et incubé a
30°C/48 h. Apres croissance, 15 ml de la gélose au CAS a 45°C (solution CAS + 0.9%
agarose) coulés sur la culture bactérienne. Apres contact de quelques heures, un
changement de couleur du bleu a I’orange apparait autour de la colonie productrice des

sidérophores (Figure 17). Le changement de couleur est di au transfert des ions ferriques

diamétre de halo

du CAS vers les sidérophores. Le calcul du rapport

diametre de la colonie fongique ou bactérienne
permet de comparer les différences de production entre les souches fongiques ou entre les

souches bactériennes

Figure 17 : Détection des sidérophores sécrétés par un micro-organisme cultive sur milieu
gélosé CAS (Bertrand, 2009).
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I11.6 Activité antagoniste (Activité antifongique et/ou activité
antibactérienne)

111.6.1 Méthode double culture

L’activité antifongique peut étre criblée sur milieu PDA (Potato-Dextrose- Agar).
Pour cela les souches de Bacillus spp sont ensemencées par un strie longitudinale sur le
centre du milieu PDA. Apres 48 h d’incubation deux disques du champignon
phytopathogéne de 5mm de diametre agé de 7 jours déposés sur les deux cotes de la strie
de chaque bactérie a une distance de 2,5 cm. Des disques du champignon sont placés sur
les boites témoins en absence de la bactérie antagoniste.

L’incubation des boites se fait 25°C pendant 7 a 10 jours. Les diamétres de la
croissance des champignons sont ensuite mesurés et comparés par rapport au témoin
(Figure 18 C) (Djellout et al., 2019), ou un disque mycélien de 5 mm de champignon
pathogene, prélevé a partir du bord de colonies en croissance active, est placé au centre des
boites contenant du PDA. Ensuite, inoculation des isolats bactériennes autour du
champignon cible a une distance de 3,0 cm (figure 18 A, B). Les boites sont ensuite
incubées a 28 ° C et vérifiées toutes les 12 h aprés I'inoculation (Fan et al., 2016).

Figure 18 : Test de I’activité antagoniste des bactéries contre les champignons pathogénes
(Dezfully et al., 2015 ; Fan et al., 2016).

On peut également réaliser l'activite antagoniste de Bacillus contre les
champignons pathogénes par un autre test selon Silva et al (2016). Les bactéries striées
(Figure 19 A) ou spotées (Figure 19 B) sur les extrémités des boites de Pétri (9 cm de
diamétre) contenant du milieu Potato Dextrose Agar (PDA). Ensuite le champignon
phytopathogeéne est inoculé sous forme de disque de gélose de 0,5 cm au centre des boites.

Les boites sont ensuite incubées pendant 7 jours a 28 ° C.
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A

Figure 19 : Test de I’activité antagoniste des bactéries contre les champignons pathogénes

selon Silva et al (2016).

Pour toutes les techniques ci-dessus et apres incubation pendant 7 jours a 28 ° C, le

a

pourcentage d'inhibition (P1%) est calculé selon la formule suivante : 7 — (Z) * 100.

Ou le (a) représente la croissance radiale du champignon dans la boite controle et le (b) est

la croissance radiale du champignon dans la boite avec des bactéries.

111.6.2 Méthode de diffusion par cylindres d'agar

Il s'agit de faire une culture de la souche d'intérét sur son milieu de culture gélosé
approprié par des stries serrées sur la surface de la boite. Au cours de leur croissance, les
cellules microbiennes sécrétent des molécules qui diffusent dans la gélose. Apreés
incubation, un cylindre d’agar est coupé aseptiquement avec un perce-bouchon stérile et
déposé sur la surface de l'agar d'une autre boite de Muller Hinton préalablement inoculée
par le micro-organisme pathogene. Les substances diffusent du disque au milieu
gélosé. Ensuite, l'activité antimicrobienne des molécules microbiennes sécrétées est
détectée par l'apparition d’une zone d'inhibition autour du disque de la gélose (Figure 20)
(Jourdan et al., 2008), cette technique est valable pour tester 1’activité antagoniste des

Bacillus conte les bactéries pathogenes.
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Figure 20 : Méthode de diffusion par cylindres d'agar de Bacillus sp. (Jourdan et al.,
2008).

111.6.3 Méthode des stries perpendiculaires

La méthode des stries croisées est une méthode simple et relativement rapide pour le
dépistage des cultures a la recherche de nouveaux antibiotiques et antifongiques, mais
I’inconvénient majeur était difficulté a obtenir des données quantitatives, car les marges de
la zone d’inhibition étaient généralement tres floues et indistinctes (Velho-Pereira et
Kamat, 2011).

Le protocole de cette méthode passe par 3 étapes :
¢+ Les Colonies (antagoniste) doivent striées au centre des boites et incubées a 28 °C
pendant 4 a 5 jours.
« Les bactéries d’essai sont ensuite inoculées perpendiculairement a la souche
antagoniste et la boite est incubée a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries.
¢ La zone d’inhibition est déterminée a 1’aide d’une échelle millimétrique (Figure

21).

Figure 21: Antagoniste activité par la méthode des stries perpendiculaires (Dezfully et

Ramanayaka, 2015).
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111.6.4 Technique double couche
L'activité antagoniste envers les bactéries pathogénes des especes de Bacillus peut

étre menée selon la méthode modifiee de Mougou et al (2018). Pour chaque isolat
antagoniste, une suspension bactérienne (10® CFU ml™) est préparée dans de I'eau distillée
stérile ; Des aliquotes de 20 pi ont été inoculées ponctuellement sur du milieu Luria-
Bertani Agar (LB) et incubées a 25 °C pendant 48 h. Le méme jour que l'inoculation
ponctuelle, les bactéries pathogénes sont inoculées sur du milieu solide PCA et incubées
pendant 2 jours a 25 ° C. Les bactéries antagonistes sont ensuite exposées a la vapeur de
chloroforme pendant 30 min, et les boites laissées ouvertes pendant 15 min sous la hotte
microbiologique.

Un millilitre de chaque suspension bactérienne pathogéne (10 CFU ml™) est mélangé
avec 3 ml de milieu LB (0,6% d'agar) a 45 °C. Cette solution est ensuite rapidement
superposée sur des boites contenant les antagonistes. Les boites sont incubées a 25 °C et
vérifiées aprés 24 a 48 h pour l'apparition des halos d'inhibition entourant les points

antagonistes (Figure 22).

Figure 22 : Antagoniste activité par la méthode de double couche (Mougou et al., 2018).

111.6.5 Méthode de sélection des colonies

Le dépistage primaire de l'activité antagoniste, peut se faire par la méthode de
sélection des colonies selon Pham et al., (2020) avec une légére modification (Figure 23).
En bref, les souches pathogenes sont préparées dans 4 ml de bouillon nutritif et incubées a
température ambiante environ 37 ° C pendant 18 a 24 h. Ensuite, 100 pl de chaque souche
d'essai (10° CFU / mL) sont étalées sur des boites de gélose Mueller Hinton, puis un
prélevement des souches antagonistes a partir une colonie de culture de 3 jours sur le
milieu PCA et spotées sur des boites. Finalement une incubation & 37 ° C pendant 48 h.

34



Chapitre 111 Méthodes d’études les Bacillus potentiellement PGPR

L'apparition d'une zone claire autour des souches cibles a démontré l'inhibition des

antagonistes contre les souches d'essai.

Figure 23 : Dépistage des activites antimicrobiennes par la méthode de sélection des
colonies (Pham et al., 2020).
111.6.6 Méthode de diffusion de disque en milieu solide

Le test de diffusion de disque en milieu solide est la méthode officielle utilisée dans
de nombreux laboratoires de microbiologie clinique pour les tests de sensibilité aux
antimicrobiens de routine. Dans cette procédure, les boites de gélose inoculées avec un
inoculum normalisé du micro-organisme d’essai. Ensuite, des disques de papier filtre
(d'environ 6 mm de diamétre), contenant le composé a tester a la concentration souhaitée,
sont placés sur la surface de la gélose. Les boites de Pétri sont incubées dans des
conditions appropriées.

Généralement, I'agent antimicrobien diffuse dans la gélose et inhibe la germination
et la croissance du micro-organisme testé, puis les diamétres des zones de croissance

d'inhibition sont mesurés (Figure 24) (Jourdan et al., 2008).

Figure 24: méthode de diffusion sur disque d'extrait microbien utilisant C.

albicans comme micro - organisme d' essai (Jourdan et al., 2008).
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111.6.7 Méthode de diffusion sur puits d'agar

Dans cette technique, les boites sont ensemencées par étalement avec I’inoculum
microbien. Ensuite, un puit d'un diamétre de 6 a 8 mm est percé de maniére aseptique avec
un perce-bouchon stérile et un volume (20-100 pL) de I’agent antimicrobien ou de la
solution d'extrait a la concentration souhaitée est introduit dans les puits. L’incubation des
boites de géloses dans des conditions appropriées en fonction du micro-organisme
testé. L'agent antimicrobien diffuse dans le milieu gélose et inhibe la croissance de la

souche microbienne testée (Figure 25) (Jourdan et al., 2008).

Figure 25 : Méthode de diffusion sur puits d'agar (Gweirif et al., 2015).
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Conclusion

Les rhizobactéries qui favorisent la croissance des plantes, connues sous le terme
PGPR, stimulent directement la croissance de celles-ci en augmentant le prélevement des
éléments nutritifs du sol, en induisant et produisant des régulateurs de croissance végétale
et en activant les mécanismes de résistance induite chez les végétaux. Les PGPR stimulent
indirectement la croissance des végétaux par leur effet antagoniste sur la microflore qui
leur est néfaste, en transformant les métabolites toxiques et une meilleure nutrition azotée

est assurée par Bacillus-céréales (Ghitri, 2018).

Les effets antagonistes des PGPR impliquent la production d'antibiotiques et la
compétition nutritionnelle avec les pathogénes végétaux. L'établissement de I'association
PGPR-plante est primordial pour I'expression des effets bénéfiques aux plantes. Parmi Les
PGPR les plus fréeguemment identifiées sont des Pseudomonas fluorescentes, des
Rhizobium, mais comptent aussi des Bacilles, et en particulier le genre Bacillus. Ce genre
bactérien appartient a la famille des Bacillaceae de l'ordre des Bacillales dans
I'embranchement des Firmicutes (Silini, 2012). Le genre Bacillus présente des capacités
remarquables, peut synthétiser une vaste gamme de substances bénéfiques. Il stimule la
croissance vegétale par différant processus tels que la production d'lAA, la solubilisation
du phosphate, fixation de l'azote, et les attributs de la lutte biologique (Bacillus
thuringiensis) par la production de sidérophore, enzymes hydrolytiques et les antibiotiques,
donc en raison des grands avantages de cette bactérie, elle I'a rendue attractive pour un
grand nombre d'investisseurs dans divers domaines (Jourdan et al., 2008). Certaines
souches de Bacillus (B. licheniformis, B. halodurans, B. subtilis, B. amyloliquefaciens et B.
clausii) sont utilisées au niveau industriel, et certaines d’autres possédent le potentiel d'étre
utilisées comme insecticide, parmi celles-ci, I'espéce Bacillus thuringiensis, il permet de
lutter contre de nombreux ravageurs de cultures, essentiellement des larves de Iépidopteres,
il permet aussi de contrdler efficacement les populations de plusieurs dipteres vecteurs de
maladies, ce qui en fait un genre intéressant a utiliser comme PGPR (Maksimov et
Khairullin, 2016).

Enfin, on peut dire que Bacillus est I'un des microorganismes les plus connues et les
plus utilisées dans le domaine de la lutte biologiques contre plusieurs insectes ravageurs de
culture et agents phytopathogeénes. La plupart des espéces du genre Bacillus sont utilisees
avec succes dans le domaine de 1’agriculture et I’industrie fine ainsi que dans le domaine

médical et pharmaceutique (Djellout et al., 2019).
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