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Résumé :

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont reconnues
pour améliorer la productivité des cultures et la protection des végétaux.
L’application de la PGPR peut réduire les besoins en engrais chimiques et en

pesticides et est donc considérée comme essentielle a la promotion dune

agriculture durable.

La bactérie Paenibacillus polymyxa se trouve naturellement dans diverses
niches. Les analyses du microbiome ont révélé un enrichissement du
genre Paenibacillus dans les sols sous différentes conditions défavorables, qui
s'accompagne souvent d'une amélioration des conditions de croissance des
plantes résidentes. De plus, Paenibacillus est un membre du microbiome
central de plusieurs cultures importantes sur le plan agricole, ce qui fait de son
association étroite avec les plantes un sujet de recherche intéressant. Cette
revue couvre les multiples possibilités d'interaction de P. polymyxa avec les
plantes et son applicabilité dans l'industrie et I'agriculture. Grace a son éventail
de composés et de traits produits, P. polymyxa est probablement une bactérie
efficace favorisant la croissance des plantes, avec un potentiel de
biofertilisation, de lutte biologique et de protection contre les stress
abiotiques. En revanche, des cas de phytotoxicité de P. polymyxa ont
également été décrits, dans lesquels les conditions de croissance semblent jouer
un role clé. En raison de son caractere modulable, nous proposons cette espece
bactérienne comme un modele exceptionnel pour les futures études sur les
communications héte-microbe et sur la maniére dont 1'environnement peut

influencer ces interactions.

Mots clés : Paenibacillus polymyxa ; PGPR ; biofertilisation



Abstract :

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are known for enhancing crop
productivity as well as plant protection. The application of PGPR can decrease
the requirement of chemical fertilizers and pesticides and there foreis

considered vital for promoting sustainable agriculture.

The bacterium Paenibacillus polymyxa is foundnaturally in diverse niches.
Microbiome analyses have revealed enrichment in the genus Paenibacillus in
soils under different adverse conditions, which is often accompanied by
improved growth conditions for residing plants. Fur ther
more, Paenibacillusis a member of the coremicrobiome of several
agriculturally important crops, making its close association with plants an
interesting research topic. This review covers the versatile interaction
possibilities of P. polymyxa with plants and its applicability in industry and
agriculture. Thanks to itsarray of produced compounds and traits, P.
polymyxa is likely an efficient plant growth-promoting-bacterium, with the
potential of biofertilization, biocontrol and protection againstabiotic stresses.
By contrast, cases of phytotoxicity of P. polymyxa have been described as well,
in whichgrowth conditions seem to playa key role. Because of its adjustable
character, we propose this bacterial species as an out standing model for future
studies on host—microbe communications and on the manner how the

environment can influence these interactions.

Key words : Paenibacillus polymyxa ; PGPR ; biofertilisation
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Introduction

1. Introduction :

L'amélioration rapide des outils biotechnologiques pour étudier les microbiomes
nous donne l'opportunité d'avoir une vision tres précise de la diversité
microbienne qui habite différentes niches, telles que les sols et les tissus végétaux.
De nombreuses recherches se sont concentrées sur le microbiome de tissus
végétaux spécifiques, tels que les racines et la zone étroite du sol qui les entoure,
la rhizosphére (Lebeis, 2014). Les études, y compris diverses espéces végétales
et sols, ont révélé que les microbiomes de base sont constitués d'especes
bactériennes adaptées pour coloniser la surface et l'intérieur de diverses racines
de plantes. Un tel microbiome de base peut étre transmis d'une génération a
I'autre via les graines (Shade et al., 2017), mais est principalement recruté du
sol environnant dans les racines (Bulgarelli et al., 2012 ; Edwards et al.,
2015 ; Beirinckx et al., 2020). Le fait que des especes bactériennes spécifiques
soient recrutées dans le sol par la plante ou transférées comme de véritables
endophytes via les graines pourrait laisser entrevoir leur nature bénéfique envers

leur hote.

Paenibacillus est 1'un de ces genres bactériens régulierement identifiés dans les
microbiomes du sol et enrichis au voisinage proche de la plante. Ici, nous nous
concentrerons sur l'espece P. polymyxa qui est surtout connue pour son potentiel
de promotion de la croissance des plantes, ce qui en fait un agent de lutte
biologique et de biofertilisation important et prometteur. Néanmoins, le
caractere polyvalent de cette espece bactérienne permet de I'étudier sous
différents angles. Compte tenu du large éventail de composés et de traits qu'il
utilise pour survivre et prospérer dans diverses niches écologiques, il s'agit
également d'un organisme intéressant pour une gamme d'autres applications
biotechnologiques. Nous donnerons un apercu de ce que 1'on sait de P. polymyxa
et de son interaction avec les plantes et de ce qu'il reste a étudier plus en détail
pour répondre a la question de savoir si cet organisme peut jouer un role de

premier plan dans une agriculture plus durable.

Dans ce contexte, ce travail comprendra deux parties :
» La premieére théorique est concernée a une étude bibliographique sur les micro-

organismes du sol en général, et la bactérie PGPR : P. polymyxaen paticulier.
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» La deuxiéme partie, concernant les résultats et leurs discussions. En fin, une
conclusion générale résumera les différents résultats obtenus sur leffet de
I’association PGPR-Plante.
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Synthése Bibliographique

2. Micro-organismes telluriques :

2.1 -Les bactéries saprophytes :

Les bactéries saprophytes sont des micro-organismes vivants, présent sur notre peau dés la
naissance, dans notre corps, mais aussi dans I’environnement. Elles se nourrissent des déchets
présents dans les intestins, dans la flore vaginale de la femme et sur la peau. C’est donc grage
a ces dechets que les bactéries saprophytes vont survivre, et sont normalement inoffensives
pour I’homme, elles ne sont pas néfastes au contraire elles nous débarrassent des toxines et de
tout ce qu’on élimine. Une bactérie saprophytes peut devenir pathogene, on dit alors qu’elle

est saprophyte opportuniste.
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Fig01 : Serratia spp.(*)
2.2- Les mycorhizes :

Mycorhize : organe composite issue de la symbiose entre un champignon mycorhizien et les

racines d’une plante hote.

Les mycorhizes résultent d’une union durable basée sur des échanges réciproques entre les
racines des végetaux et certains champignons du sol. Elles constituent des composantes
essentielles dans la relation sol-plantes-microorganismes. En effet, certaines especes végétales
ne peuvent croitre normalement sans s’associer a un partenaire fongique (Janos, 1980 ;
Gobat et al., 2003). La diversité végétale est entre 220 000 et 420 000 espéces de plantes
terrestres (Scotland et al., 2003).D’apres I’examen de plus de 10 000 espéces, en majorité des
angiospermes, des structures mycorhiziennes ont été observées chez 86 % d’entre elles

(Brundrett, 2009 ; Tedersoo et al., 2010).
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2.2.1. Les différents types de mycorhizes:

En se basant sur des criteres morphologiques et anatomiques, Scannerini et ses

collaborateurs (1982) ont classé les mycorhizes en trois grands groupes :
-Les ectomycorhizes ;-Les endomycorhizes; -Les ectendomycorhizes.
2.2.1.1. Les ectomycorhizes:

Les champignons ectomycorhiziens sont les plus souvent des Basidiomycetes et des
Ascomyceétes et rarement des Zygomycetes (Strullu, 1982). Elles sont visibles a I'ceil
nu et se distinguent par leurs formes courtes et ramifiées tres ramifiés dans le cas des
Gymnospermes ou non ramifiés dans le cas des Angiospermes (Bonneau et
Souchier, 1994).

Les ectomycorhizes se présentent comme une gaine mycélienne entourant une racine
modifiées, cette gaine ou manteau atteint 40 micrometre d’épaisseur et constitue
jusqu’a 40 % du poids de la radicelle de cette gaine, des filaments pénétrant entre les
cellules du rhizodeme et les premieres assises corticales ou ils forment le réseau de
hartig (Gobat. et al., 1998), ce réseau représente le site d’échanges entre les
champignons et les cellules corticales de la racine. A partir de ce manteau aussi, des
filaments mycéliens progressent dans le sol pour former le réseau extra matriciel

(Strullu, 1991), pour assurer la nutrition minérale a la plante hote (Duhoux et

Nicole,2004).

Carpophore -

Celiule myceaienne

e Hyphe

Cellules vegetales

Fig 02: Aspect d’'un ectomycorhize .
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2.2.1.2. Les endomycorhizes:

A Tlinverse des ectomycorhizes, les racines endomycorhizées ne présentent pas de
modifications externes permettant de les reconnaitre facilement (Allen et al.,
1980). Le champignon endomycorhizien ne forme pas de manchon mycélien externe
mais se développe intensément dans le complexe radiculaire puis pénetre toujours
dans les cellules corticales d’ou le nom d’endomycorhizes (Girard et al., 2005).
Dans ces derniers, le mycélium pourra émettre des « arbuscules » et des «vésicules »,
ce développement n’a lieu que dans les cellules périphériques du cortex dites
hébergeantes mais n’atteint jamais 'endoderme, la progression est arrétée au niveau

profond des cellules du cortex dites cellules phagocytaires (Launier et al. 1996)

(fig 03).

Cellule mycélienne

\ /

< Spore externe

\
Hyphe . "\ /\« G2
1/ )

Arbuscule

Cellule végétale

Fig 03:Aspect d'unendomycorhize.

Suivant les caracteres des champignons, les endomycorhizes se subdivisent en

plusieurs groupes :
a. Les endomycorhizes a vésicules et arbuscules :

Les endomycorhizes a vésicules et a arbuscules intéressent de nombreuses plantes de
grandes importances économiques, de nombreuses études ont été faite concernant le
soja, le tréfle, la luzerne, le pois, les rosacées ainsi que les graminées tel que le blé,

orge, mais, ray-grass, et la fétuque (Strullu, 1992).
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Fig 04: mycorhize a arbuscule A:arbuscules. B: spores.

Les champignons impliqués dans ce type de mycorhization sont des Zygomycetes, de
lordre des Glomales (Davet, 1996). Une fois qu’il a pénétré dans la racine, le
champignon différencie des filaments qui produisent des vésicules intra ou

intercellulaire, dans les couches périphériques (Duhoux et Nicole, 2004).
Ces champignons comprennent un mycélium intercellulaire qui engendre :

e Des vésicules intra et intercellulaires : Les vésicules sont formées en
général dans les couches superficielles de la racine (Duhoux et Nicole,
2004), sont des formations globuleuses de grande taille, multi nucléés, riche
en lipides et en calcium (Strullu, 1991). Et elles ont des parois épaisses de
formes variées caractéristiques de l'espéce fongique (Duhoux et Nicole,
2004), elles joueraient probablement un role dans le stockage des réserves et
dans la propagation du champignon.

e Des arbuscules intracellulaires : Les arbuscules sont des structures
fongiques trés ramifiés qui résultent de dichotomies répétées, la croissance
intracellulaire de I’arbuscule est généralement importante alors que les cellules

de la plante-hote apparaissent hypertrophiées (Duhoux et Nicole, 2004).

IlIs ont le role d’assurer les échanges nutritifs entre les cellules végétales et le

champignon (Gobat et al., 1998).
2.2.2.Classification classique des champignons endomycorhiziens:

En 1974, Gerdman et Trappe ont résumé la diversité de ces champignons
endomycorhiziens en évoquant une premiere classification basée essentiellement sur
la similitude des phénotypes de leurs spores. Ainsi, 5 genres ont été définis :

Endogone, Glomus, Sclerosystis, Acaulospora et Gigaspora. Apres révision de la
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famille des Endogonacées par les mémes auteurs, 44 especes au sein de 7 genres ont
été caractérisées dont beaucoup de taxons ont été redéfinis, 2 genres (Acaulospora,
Gigaspora) et 12 nouvelles especes ont été décrites. En 1987, Schenck et
Perezcomptaient plus de 150 espéces décrites. Morton et Benny (1990) ont

ensuite subdivisé 'ordre des Glomales en deux sous-ordres :

Les Glomineae et les Gigasporineae. Ces derniers comportent trois familles et

six genres séparés selon des criteres morphologiques tels que :
« La présence des vésicules attribuée au sous-ordre des Glomineae ;

« la formation des sporocarpes séparant les Glomaceae des Gigasporaceae et des

Acaulosporaceae ;

« la forme d’hyphe d’attachement, allongé chez les Glomaceae, conique et non
persistant apres maturation chez les Acaulosporaceae et conique mais plus arrondis

chez les Gigasporaceae.
2.2.3. Taxonomie actuelle:

Les concepts utilisés dans la systématique des champignons endomycorhiziens
arbusculaie sont basés essentiellement sur la morphologie de la spore (Rosendahl
et al., 1994 ; Morton et Benny, 1990), mais cette identification reste tres difficile
puisqu’elle permet d’obtenir peu des données sur la diversité de ces champignons
(Giovanetti et Gianinazzi Pearson, 1994). Actuellement, et grace a l'outil de
biologie moléculaire, toute la classification des CMA a été revue. Ces champignons
sont maintenant classés dans le phylum des Glomeromycota (Schiissler et al.
2001) avec quatre ordres, dix familles et approximativement 200 especes décrites

(Raab et Redecker, 2006) (fig 05).
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VLWV ARV A

Glomeromycetes
Archaeosporales Diversisporales Glomerales  Paraglomerales
Ambisporaceas Acaulosporaceae Glomeraceae  Paraglomaceae
Ambispora Acaulospora Glomus Paraglomus
Archaeosporaceae Kuklospora
Archaeospora Acaulospora
Intraspora Diversisporaceae
“— Geosiphonaceae Diversispora
Geosiphon Otospora
~—— Entrophosporaceae
Entrophospora
Gigasporaceae
Gigaspora
Scutellospora
— Pacisporaceae

Pariennm

Fig 05: Classification des CMA selon SchiiBler et al. (2001).
2.2.4. Structure des mycorhizes arbusculaires :

En général, dans un mycorhize actif, il existe :

+Une partie extraracinaire qui inclut le mycélium externe du champignon

développé dans le sol, les spores et dans quelques cas, les cellules auxiliaires ;

+Une partie intraracinaire qui inclut les hyphes intracellulaires (mycorhizes

Paristype) et fréquemment intercellulaires (Arum-type);

“Des arbuscules qui se forment par division dichotomique répétée des hyphes et

occasionnellement des vésicules. Ces structures sont entourées d’'une membrane
plasmique péri-arbusculaire séparant le champignon du cytoplasme végétal et
assurant les échanges entre le champignon et la plante grace a des transporteurs

spécifiques (Paszkowski, 2006 ; Bonfante et Genre, 2010).

Il est important de signaler que la colonisation racinaire par les champignons
formant les MA ne produit pas de modifications morphologiques de la racine
appréciables a l'ceil nu et par simple observation macroscopique. Le champignon

colonise seulement I'épiderme et le parenchyme cortical des racines, sans pour autant
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atteindre le cylindre central ni les zones méristématiques (Fig 06) (Bonfante-

Fasolo, 1984).

Epidermis
L

Exodermis
A

Cortex

Fig 06: Structure d'une endomycorhize a arbuscule.

2.2.5. Processus d’infection par les champignons mycorhiziens a

arbuscules:

L’établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules peut étre initiée par le
contact entre une racine compatible avec plusieurs propagules germinatives (spores,
fragments racinaires mycorhizés, hyphes présents dans le sol ou méme des vésicules

isolées) (Declerck et al., 1998 ; Fortin et al., 2002).

La figure 7, représente les différents stades du cycle de vie du genre Glomus décrits

comme suit :

Stade 1 : Germination des spores et émergence d'un mycélium primaire ou pro

mycélium.
Stade 2 : Contact racinaire et développement dun hyphopode.

Stade 3: Pénétration du CMA dans la racine et mise en place de la forme
intraracinaire du champignon. Le mycélium pénetre a lintérieur du systéme

racinaire, se renfle en vésicules et forme des arbuscules.

Stade 4: Le mycorhize ainsi formée produit un réseau extra-racinaire a partir du

quel sont différenciées de nouvelles spores.

11
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Stade 5 : Apres leur maturation, ces spores seront a l'origine du pro mycélium de

départ (stade 1).

Fig 07 : Cycle de développement du genre Glomus (Strullu et al., 1997).

1 : Germination des spores ; 2 : Colonisation des cellules corticales de la racine ;
3 : Formation des arbuscules et des vésicules ; 4 : Infection des racines néoformées ;
5 : Développement des spores. C : Contact racinaire Fi: Forme intra racinaire

M : Maturation sporale ; S: Phase saprophytique.
2.2.6. Etablissement de la symbiose mycorhizienne arbusculaire:

La formation d’'un mycorhize arbusculaire s’installe grace a la succession des
interactions entre le champignon du sol et la plante-hote. Ceci est dii a
I'établissement dun "dialogue" moléculaire continu entre les deux symbiotes
(Vierheilig et Piché, 2002). Ces interactions conduisent a une intégration

morphologique et fonctionnelle des deux symbiotes (Gianinazzi-Pearson et al.,

1996).

La colonisation des racines par ces champignons suit une série de trois phases (Fig
05):

2.2.6.1. Phase asymbiotique:

Pendant cette phase il y a germination de la spore et ramification de l'hyphe
germinative; dans des conditions favorables, les spores peuvent germer

spontanément et produire un hyphe germinatif et quelques ramifications primaires

sans stimulus exogene (Requena et al., 2007).

12
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2.2.6.2. Phase pré-symbiotique:

Il s’agit 1a du dialogue entre une plante et un champignon mycorhizien. Avant le
premier contact physique, les deux partenaires de la symbiose émettent des signaux
dans le sol qui leur permet d'étre informés de leur présence respective (Bonfanteet

Genre, 2010).
a. Signaux émis par les végétaux:

Les plantes produisent des exsudats racinaires capables de stimuler la germination,
d’induire une ramification des hyphes et de modifier I'activité métabolique du CMA
(Giovannetti et al., 1998; Buée et al., 2000; Nagahashi et Douds, 2000).
Dénommées« branching factors », ces molécules ont été identifiées comme étant des
strigolactones qui provoquent chez le champignon l'oxydation des acides gras et la
production d’ATP. Ces réponses sont dépendantes d'une NADH déshydrogénase et
d’'une oxydase alternative dans la chaine respiratoire (Besserer et al., 2008).
Aussi, différents flavonoides ou polyamines ont montré un effet sur la germination
des spores ou la ramification des hyphes. Toute fois, leurs effets sur 1'établissement
de la symbiose sont contrastés, montrant des effets positifs dans certains cas et des
effets négatifs dans d’autres cas (Steinkellner et al., 2007; Scervino et

al.,2007; Hassan et Mathesius, 2012; Cheng et al., 2012).
b. Signaux émis par le CMA:

De méme que pour les signaux« Nodfactors» émis par les Rhizobiums, les CMA
produisent des molécules diffuses qui leur permettent d’étre reconnus par les plantes.
Ces molécules appelées « Myc factors » induisent l'activation de geénes chez la
plante héte relatifs a 'établissement de la symbiose (Paszkowski, 2006; Bonfante

et Requena, 2011).

Parmi les molécules sécrétées par le champignon, les Myc-LCO (LCO: lipo chito
oligosaccharides) ont été récemment décrites comme jouant un role dans la
préparation de la plante a la colonisation mycorhizienne arbusculaire. Ces composés
favorisent la mycorhization des plantes lorsqu’ils sont ajoutés de maniére exogene, et
induisent également la formation des racines latérales. Une fois ces premiers signaux
échangés, les deux partenaires mettent en place une régulation génique propre a

I’établissement de la symbiose (Maillet et al., 2011).

13
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2.2.6.3. Phase symbiotique:

Il s’agit de la colonisation des racines de I’hote ;le champignon forme une structure
renflée au contact de I'épiderme appelée hyphopode. Les cellules végétales
réorganisent leur cytosquelette et forment un systéeme membranaire de pré-
pénétration (PPA)« pre penetration apparatus », qui va permettre au champignon
d’entrer dans la racine et d’atteindre la zone corticale de la racine pour y développer
des structures hyper-ramifiées appelées arbuscules (Fig 08) (Genre et al., 2005,
2008). De maniere concomitante au développement dans la racine, le champignon
va se développer dans le sol, le mycélium extra-racinaire s'organise en un réseau tres
dense d’hyphes, qui peut former jusqu’a plusieurs meétres d’hyphes par cm3 de sol
(Miller et al., 1995).Ces structures vont puiser eau et sels minéraux puis les
transporter vers la racine. C’est aussi a ce moment-la que le champignon va former de
nouvellesspores, structures de reproduction et de dissémination des CMA,

complétant ainsi son cycle de vie.

Phase
asymbiotique Phase pré symbiotique Phase symbiotique
@ Spore )
\, \\ - \‘_4//
| \ N Mive Fact N -
A\ 2 .
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) = =\ —— [
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Fig 08: Les différentes phases d’établissement de la symbiose mycorhizienne

arbusculaire adapté d’apres Bonfante (2010).
2.3. Les champignons

Champignons = Fungi = myceétes (mukes = champignon), Les champignons
représentent I'un des plus importants groupes d’organismes sur terre et jouent un
role clé dans un grand nombre d’écosystemes (Mueller et Schmit, 2007). Des
organismes eucaryotes unicellulaire ou pluricellulaire 8 mode de reproduction sexuée

ou asexuée. Leur mode de nutrition de type osmotrophe se fait par absorption en

14



Synthése Bibliographique

libérant dans un premier temps des enzymes hydrolytiques dans le milieu extérieur
(digestion des aliments a l'extérieur de la cellule, c’est- a-dire que les nutriments
pénetrent sous forme soluble). Ces organismes sont dépourvus de chlorophylle et
sont tous hétérotrophes (Carlile et Watkinson, 1994 ; Redecker, 2002). Ils ne
peuvent pas faire de photosynthése, Ces organismes sont tres importants et vivent en

relation avec d'autres organismes, selon plusieurs manieres.

e Saprophytes : ils prélévent leurs nutriments a partir de matiéres organiques

en décomposition. Ils sont trés importants en tant que décomposeurs et

recycleurs de matiéres mortes.

Les champignons saprophytes, bien qu'ils ne représentent qu'une mince fraction de la
biomasse du sol, sont les premiers dégradeurs de la matiére organique avec les bactéries. En
se nourrissant de matiere végétale et animale en décomposition, ils participent a 1'équilibre
biologique des sols ou ilstransforment la matiére organique en matiére minérale,

renouvelant ainsi I'humus.

Ces champignons jouent doncun role essentiel de décomposeurs, mais ils sont
également une source importante d'alimentation pour certains autres organismes du sol et
peuvent étre associés a d'autres fonctions biologiques, notamment en s'associant au systeme

racinaire des plantes (mycorhizes, voir section suivante : symbiose).

Les vastes réseaux formés par leurs hyphes jouent également un role fondamental dans
le maintien de la microstructure des sols et notamment dans la stabilité des agrégats,
la circulation et la mise a disposition de nombreux éléments minéraux ou organiques

(hormones, antibiotiques etc...).

Fig 09: Hyphes fongiques reliant deux agrégats de sol séparés par un espace

représentant la porosité du sol - K. Ritz ; European atlas of soil biodiversity.
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e Parasites : leurs nutriments proviennent de la matiére vivante trouve sous
forme de mycoses chez les animaux ou, représentent des maladies fongiques
chez les végétaux (phytopathogene) par la fabrication de mycotoxines ;

e Symbiotes : ces mycetes obtiennent leurs nutriments grace a un autre
organisme, leur procurant en retour certains bénéfices. Ce type d'association
est essentiel pour les végétaux, 90% des plantes seraient en symbiose avec ces
champignons. D'autres mycetes vivent en relation avec une algue. Ils ne

peuvent survivre I'un sans l'autre. Ce sont les lichens.
2.4. Les protozoaires :

Etres vivants microscopiques unicellulaires, eucaryotes, hétérotrophes inclus dans le
regne de protistes. Ils sont tres sensibles a la teneur en oxygene, aux variations de pH,
de tension superficielle, a la dessiccation et aux agents chimiques détergents. Certains
(amibes, flagellé intestinaux) peuvent s’immobiliser, épaissir leur paroi pour se

transformer en kyste de résistances dans le milieu extérieur (Moulinier, 2002).

2.4.1. Morphologie :

La cellule unique des protozoaires est plus complexe que la cellule animale : pour une
taille moyenne de 1 a 600 micrometres (0,6 mm), elle doit a elle seule assumer toutes
les fonctions qu’assure un organisme pluricellulaire. Elle possede donc des structures
spécialisées (appelées les “organelles”) qui remplissent des fonctions similaires aux
organes et aux tissus présents chez les pluricellulaires.

La classification des protozoaires a l'intérieur du régne est complexe et sujette a
discussion, on distingue notamment, sur la base du type de locomotion et

d’organelles, 3 types de protozoaires libres présents dans le sol.

2.4.2.Classification :

Dans les classifications les plus récentes, les protozoaires forment un régne (au
méme titre que les animaux, les plantes ou les champignons par exemple). On a
décrit 20 000 especes fossiles et 18 000 especes vivantes mais on estime les especes
existantes a plus de 60 000. Comme les animaux,ils sont mobiles et se
nourrissent d’autres organismes (ils sont hétérotrophes). Par contre, a I'inverse
des animaux, ils ne sont composés que d’une seule cellule a noyau (ils sont

eucaryotes)
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On distingue 4 groupes :

e Rhizopodes ou amibes : mobilité assurée par des pseudopodes cytoplasmiques
comme Entamoeba histolytica.

e Flagellés : mobilité assurée par une ciliature périphérique comme Trichomonas
vaginalis

e Ciliés : mobilité assurée par une ciliature périphérique comme Balantidium coli

e Sporozoaires : immobiles, et de ce fait, occupent chez I’héte une citation

obligatoirement intracellulaire Exemple : Plasmodium falciparum (Moulinier, 2002).

Tableau I : Morphologie des différents groupes des protozoaires.

Groupe de protozoaire Morphologie
Les flagelles
\\
Q
N
Les ciliés
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Z
////// A

Les amibes
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2.4.3. Localisations :

Ils vivent exclusivement dans l'eau, dans les sols humides (formes libres) ou a
lintérieur d'un autre organisme (formes parasites). Lorsque les conditions sont
défavorables, ils possédent la capacité a s’enkyster, c’est-a-dire a prendre une forme
de stase résistante : ils sont capables de se réactiver ultérieurement lorsque les
conditions redeviennent favorables.

2.5. Les virus :

Les virus sont des micro-organismes qui peuvent déclencher des maladies virales plus ou
moins graves et toujours contagieuses. Ils peuvent se transmettre tres rapidement, donner lieu

a une épidémie.

C'est au 19éme siécle que les virus sont découverts, grace aux travaux d'Adolf Mayer sur la
mosaique du tabac. Seules les bactéries étaient alors connues, mais l'agent infectieux
responsable de cette maladie était bien plus petit qu'une bactérie car non retenu par le filtre de
Chamberland. Le virus de la mosaique du tabac (VMT) a finalement éte identifié en 1935 par
Wendell  Stanley. "Lesvirussont desstructures biologiques, ce qui  signifie
qu'ils appartiennent au monde du vivant ou biosphére™. Un virus est environ dix fois
plus petit qu‘une bactérie et cent fois plus petit qu‘une cellule : son diametre moyen est
d'un dix-millieme de millimetre. Sa structure est aussi beaucoup plus simple : "Il est formé

d'un acide nucléique portant I'information génétique du virus ".
2.5.1. Structure de virus :

a.Une capside: Coque protéique entourant le génome, structure polymérisée a base de sous

unités protéiques capsomere (du grec : capsa= boite)

Role :Protection du génome, porte les structures antigéniques et le site d’attachement au

récepteur cellulaire (virus nu).
Au microscope électronique on distingue trois types de capsides virales:

a.1.Capside a symétrie cubique : « capside icosaédrique » Un polyédre constitué de 20 faces

triangulaires, 12 sommets et 30 arrétes. Exp: adenovirus.

a.2.Capside a symétrie hélicoidale : Le génome est enroulé en spirale, les unités de structure

sont disposées en hélice autour du génome. Ex : Orthomyxoviridae- Paramyxoviridae.
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a.3. Capside a symétrie complexe:Poxvirus Bacteriophage.

b.Une enveloppe : ( peplos) de nature lipido-glucido-protéique, présente chez certains virus
seulement, I’enveloppe est acquise a la fin du cycle de multiplication par bourgeonnement de
la nucléocapside a travers 1'une des membranes de la cellule hote. (cytoplasmique,nucléaire,

Golgienne) et porte les glycoproteines virales.

Les virus enveloppés sont plus fragiles que les virus nus, et donc résistent mal dans le milieu

extérieur et le tube digestif.

c.Le génome :Un seul type d’acide nucléique « ADN ou ARN » & simple brin ou double
brin, la forme du génome peut étre « lineaires, circulaires ou segmentés », la taille du génome

varie selon le virus.

Enveloppe viral ARN

=

Glycoproteine

Fig10 :la structure générale d’un virus.(***)
3.Interaction : sol - plantes —microorganismes :

3.1-Définition de la rhizosphere :

Le mot rhizosphere a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Anton et al.,
2008), bactériologiste spécialiste de microbiologie du sol et professeur d'agronomie

au college Technique de Munich.( Lombi et al., 2001).

La rhizosphere 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. (Suslow

1982; Weller 1988) ; et aussi considérée comme le plus grand écosysteme terrestre
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est la partie du sol proche des racines des plantes , s'étendant de la surface des

racines a l'intérieur du sol sur 1 a 3 mm (Marquez, 2021).
3.2. Différentes parties de la rhizosphere :

La communauté scientifique distingue 3 parties différentes qui forment Ila

rhizospheére :

a- L’écto-rhizosphere:l'exo-rhizosphére , le sol rhizosphérique ou la
rhizospheére externe est la partie du sol qui est en contact étroit avec la surface
des racines des plantes (Marquez, 2021).

b- le rhizome: est constitué de la surface des racines et des micro-organismes

qui s'y trouvent (Marquez, 2021).

c-L’endorhizospheére : ou rhizosphére interne comprend 1'écorce racinaire
(tissu situé entre l'endoderme et l'épiderme ) envahi par les micro-organismes

(Marquez;2021).

o=t
-

Fig 11: Différentes parties de la rhizosphére (Lynch et Whipps ., 1990).
3.3-La rhizodéposition:

La rhizodéposition, terme inventé par le pédologue Shamoot en
1968(Shamoot.S.,1968), est la mort de cellules (notamment celles de la coiffe), la
fuite de molécules et surtout la sécrétion de composés organiques (cellules détachées
de la racine, lysats, mucilages, exsudats, composés désignés sous le terme générique
de rhizodépots) directement dans le sol par les racines des plantes vivantes. Ces

composés sont riches en carbone, et sont donc une source d'énergie essentielle pour
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les micro-organismes de la rhizosphére. Cette mince couche du sol qui colle aux
racines contient en particulier des bactéries, protozoaires, nématodes,

champignons( Les Flux D'énergie De La Plante Vers Le Sol ,2018).

Des cellules détachées on dit aussi exfoliées issues de la coiffe sorte de la capuchon

protecteur présent a la pointe de la racine(Felgentreu.C., 2014).

Au autre terme ; ce sont l'ensemble des composés carbonés libérés par les racines
dans le sol est désigné par le terme rhizodépots (Bazot, 2005). Ces composés ont
une nature trés diverse et ils résultent des processus différents. Voici les principaux

composés libérés par les racines regroupés selon leur nature (Rovira et al., 1979).
a-Les exsudats :

Tout comme les mucilages ils sont le fruit de la photosynthese mais ce sont des
molécules plus petites solubles comme des sucres simples des acides aminées des
acides organiques des enzymes des phénols ou encore des vitamines de parleur
nature simples ils sont les rhizodépots les plus rapidement assimilés par les micro-
organismes de la rhizosphere (Felgentreu.C., 2014). Et elles sont des composés
hydrosolubles de faibles poids moléculaire, libérés passivement par les racines vers la
solution du sol selon un gradient de concentration. Représentés principalement par
des sucres (glucose, fructose, maltose...) des acides aminés, carboxyliques et
phénoliques et en moins grande proportion par des vitamines, des régulateurs de

croissance, des enzymes et des nucléotides (Bazot, 2005).
b-Les sécrétions :

Composés de poids moléculaire variable, libérés par transport actif (Rovira,1969).
Concerne des composés de haute masse moléculaire (enzymes ou acides organiques)

libérés suite aux processus métaboliques (Tubeileh, 2000).
c-Le mucilage:

Contrairement au autre rhizodépots, ils peuvent étre visible a 1'ceil nu c'est un gel
sécrété par les racines coronaires, les mucilages sont composés majoritairement de
sucres complexes (polysaccharides) et plus modestement des protéines ils ont issus
essentiellement de la photosynthese et sécrétés au niveau de la coiffe mais aussi plus

en arriere par les poils absorbants (Felgentreu.C., 2014). Composés de poids
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moléculaire élevé Libérés principalement au niveau des apex voire méme des poils

absorbants. Représentés par des sucres polymérisés et des protéines (Rovira,1969).

d-Le mucigel: Mélange complexe de mucilage, de débris racinaires, bactériens et de

particules minérales (Rovira,1969).

e- Les lysats : l'autolyse des cellules d'épiderme (Tubeileh, 2000). Donc ce sont
des contenus des tissus racinaires et des cellules morts ainsi que des parties plus
importantes des racines comme les poils absorbants cassés voire des racines entiéres .

c'est aussi une autre ressource carbonée libérée dans le sol (Felgentreu.C., 2014)

f-Les gaz:composés volatils de faible masse moléculaire (éthyléne, Co. ).(Tubeileh,

2000).

3.4 —Localisation:

La libération de composés par la racine n’est ni qualitativement, ni quantitativement
homogene le long de la racine et varie d'une espéce a 'autre. Dans le cas des arbres et
des graminées, les sites majeurs de libération se situent au niveau des apex et des
zones d’élongation racinaire (Whipps et Lynch, 1985 ; Curl et Truelove, 1986).
Selon la zone de la racine, la nature de la rhizodéposition varie (Rovira et al.,
1979 ; Lynch et Whipps, 1990 ; Grayston et al., 1996). Il apparait que la
libération de glucides a lieu tout au long de la racine (Jones et Darrah, 1994),
alors que la libération d’acides aminés et d’acides organiques a lieu
préférentiellement dans les zones apicales (Hoffland, 1992 ; Jones et Darrah,
1994). De méme, les photosynthétats récemment assimilés sont majoritairement
alloués vers les jeunes racines (Matthew et Kemball, 1997). Néanmoins, la
contribution de ce carbone plus ancien a la rhizodéposition n’est pas encore

quantifiée (Bazot, 2005).

3.5. Interaction :sol - plantes —microorganismes :

Le sol est la couche superficielle meuble de la lithosphére terrestre, présentant une
épaisseur variable de quelques centimeétres a plusieurs metres. Il est constitué par un
mélange de matériaux minéraux et organiques, qui sert de support et milieu naturel

pour la croissance des plantes(http://learn.univsba.dz).
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Le sol renferme une quantité gigantesque de micro-organismes de l'ordre d'un
milliard par gramme de sol ces micro-organismes interagissent entre eux et avec le
systéme racinaire des plantes exercent les effets : déléteres, parasitisme, neutre,
commensalisme ou bénéfique mutualisme (Lemanceau et Briart., 2015). Les
micro-organismes sont essentiels dans les fonctions du sol. Ils sont nécessaires pour
la minéralisation de la matiére organique et contribuent a une meilleure structure du
sol ; ils participent a la dégradation de polluants organiques et a un meilleure état
sanitaire dans les sols (Atlas francais des bactéries du sol chez biotope

édition, 2018).
4.La rhizobactérie P. Polymyxa :

4.1-Création du genre :

En 1993, Ash et al. proposent de reclasser les 10 especes du groupe III (Bacillus alvei,
Bacillus amylolyticus, Bacillus azotofixans, Bacillus gordonae, Bacillus olarvae,
Bacillusmacerans, Bacillus macquariensis, Bacillus pabuli, Bacillus polymyxa et
Bacillus pulvifaciens) ainsi que Bacillus validus dans le nouveau genre
Paenibacillus.(Ash et al. 1993).

Paenibacillus a été classé a I'origine sous le genre Bacillus jusqu’a ce qu’il devienne
son propre genre. Cette distinction a été faite a 'aide d’'une analyse comparative de la
séquence génique de 'ARNr 16S qui a montré une distance phylogénétique.

Paenibacillus (paene + Bacillus) signifie presque Bacillus en latin. (Ash et al. 1993).
4.2. Evolution récente du genre:

Les especes de Paenibacillus étaient a 1'origine incluses dans le genre Bacillus, qui
était historiquement défini sur la base de caractéristiques morphologiques en
commun avec l'espece type Bacillus subtilis, isolée en 1872. Toute bactérie était
classée comme Bacillus si elle était en forme de batonnet, aérobie ou anaérobie
facultative, et pourrait former des endospores lui permettant de rester dormant dans
des conditions inhospitalieres. Cependant, ces caractéristiques sont en réalité tres
anciennes et ne conviennent pas pour regrouper les especes en un seul genre
(Zeigler DR ,2013). Une étude de 1988 utilisant une taxonomie numérique basée
sur 188 caracteres unitaires a suggéré un cadre pour diviser Bacillus en plusieurs

genres (Priest et al.,1988). Une représentation plus précise des relations
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phylogénétiques entre ces bactéries a été obtenue en 1991, lorsque les séquences du
gene de I'ARNT 16S ont été déterminées pour les souches standard de 51 espéces alors
définies comme Bacillus(Priest et al.,1988, Ash et al.,1991) Les analyses
phylogénétiques ont montré que ces séquences se séparaient en au moins cing
groupes distincts, dont 1'un a été réaffecté au nouveau genre Paenibacillus en 1993
(Ash et priest, 1993) et comprend 1'espece type Paenibacillus polymyxa(Truper
HG ,2005) .Le nom Paenibacillus est dérivé de l'adverbe latin paene, signifiant

presque ; presque un bacille.(Ash et al.,1993).

Paenibacillus polymyxa est connu sous plusieurs noms depuis sa découverte en
1880. D'abord, il a été désigné Clostridium polymyxa, qui a été changé en Bacillus
polymyxa en 1889 en raison de ses cellules en forme de batonnet (Padda et al.,

2017a).

En 1993, une analyse comparative des séquences d'ARNr 16S du genre Bacillus a
conduit a une reclassification d'un nouveau genre, Paenibacillus. Sa parenté étroite
avec le genre Bacillus se reflete dans son nom, contraction de ce dernier et de
I'adverbe latin paene, qui signifie presque (Ash et al., 1993). Le genre Paenibacillus
comprend 165 especes, dont P. polymyxa est l'espece type (Commission
judiciaire du Comité international de systématique des procaryotes,
2005). P. polymyxa est une bactérie a Gram positif, facultativement anaérobie,
neutrophile, sporulante, en forme de batonnet avec des flagelles péritriches (Ash et
al., 1993). Il réside principalement dans le sol, la rhizosphere et les tissus végétaux,
mais il a également été isolé des sédiments marins et des aliments fermentés (Lal et
Tabacchioni, 2009 ; Padda et al., 2017a). Au National Center for Biotechnology
Information (NCBI), 57 assemblages annotés du génome entier de souches de
P. polymyxa sont déposés avec une longueur totale médiane du génome de 5,8 Mb,

un nombre médian de protéines de 4909 et une teneur médiane en GC de 45,5 %.

Récemment, le pan-génome de 14 souches de P. polymyxa a été analysé et identifié
9345 genes dont 3063 étaient partagés entre toutes les souches étudiées, 3194 genes
appartenaient au génome accessoire et une moyenne de 220 genes étaient uniques
par souche (Zhou et al ., 2020). L'une des cinq catégories fonctionnelles les plus
abondantes dans le génome unique de ces 14 souches était la «biosynthese du

métabolisme secondaire, le transport et le catabolisme». Neuf clusters de métabolites
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secondaires ont été identifiés dans les génomes (cluster non-ribosomal peptide
synthetase [NRPS], Type I Polyketide synthase [T1PKS], bactériocine, betalactone,
lanthipeptide, lassopeptide, phosphonate, siderophore et trans-acetyltransferase
[AT]-PKS), dont le cluster NRPS était présent dans toutes les souches et avait
également la plus grande abondance pour chaque souche individuellement (Zhou et
al., 2020). Le total des clusters de genes de métabolites secondaires représentait en
moyenne 12% du génome, indiquant le fort potentiel de biosynthése de produits

naturels par cette espece bactérienne (Zhou et al., 2020).
4.3. Description du genre :

P. polymyxa est un bacille & Gram positif , aéro-anaérobie (Jones D.L. and Darrah

P.R., 1994), qui peut exploiter la dénitrification comme processus respiretoire

relayant la respiration aérobie (Mathieu et Pieltain ., 2003). .

I'intérét de l'aptitude dénitrifiante de P.polymyxa réside dans le fait qu’elle est
capable de s’adapter a la présion de sélection imposée par 1’environnement

rhizosphérique qui peut constituer un milieu assez pauvre en oxygene .

Elle est de 2 a 5 um de longueur sur 0.6 a 0.8 um de diametre, mobile grace a une
ciliature péritriche (Mathieu et Pieltain ., 2003). ont montré que la mobilité de
la souche P.polymyxa E681 a été fortement induite par un métabolite sécondaire, la

citrinine, produit par Penicillium citrinum KCTC 654.

Cette espece bactérienne forme une spore ovale, déformante, subterminale non
accompagnée par un cristal parasporal (Figure 12.b) ce qui lui confére une certaine

résistance aux stress de différentes origines.

P.polymyxa synthétise des lévanes a partir du saccharose et s’entoure alors d’'un
matériel muqueux (capsule) qui ne diffuse pas dans le milieu environnant (Figure
12. ¢). Sur gélose nutritive, les colonies sont petites et elles présentent une tendance a

I’étalement (Figure 12.d).

La culture n’est pas obtenue au-dessus de 45°C ou an dessous de 5 °C.( Lespinat
P.A. et Berlier Y., 1975).
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e Caracteres positifs: croissance a pH 5.7, catalase, réduction des nitrates en
nitrites, VP ,hydrolyse de la caséine, de la gélatine et de ’'amidon, acidification
(avec production de gaz) du L-arabinose, du D-glucose, du D-mannitol et du
D-xylose.

e Caracteres négatifs: croissance en présence de 5% de Na Cl, indole,

assimilation du citrate, phénylalanine désaminase, dégradation de la tyrosine.

e Caracteres variables : croissance en présence de 0.01% de lysozyme.

Fig 12: Observations microscopiques (microscope électronique a balayage,

microscope optique) et macroscopique de P. polymyxa.

a : Micrographie au microscope électronique des cellules de P. polymyxa (Grx30

ooo0)(Raza et al., 2008) .

b:P. polymyxa observée au microscope optique (Grx100) a partir d’'une culture sur
gélose nutritive agée de 72h. Observation des batonnets (forme végétative) avec spore

subterminale déformante.
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c: Production abondante de polysaccharide par P. polymyxa sur milieu YESA (Yeast
Extract Starch Agar)(40g/L de saccharose) apres 48heures d’incubation a 30°C.

d : Aspect des colonies de P. polymyxa sur gélose nutritive apres 48 heures

d’incubation a 30°C.

Paenibacillus sp. SSG-1
Chromosome

7,563,168 bp

Fig13 :carte génétique de genre Paenibacillussp(****).
4.4. L’espece P. polymyxa :
4.4.1-Description de l'espéce :

Paenibacillus polymyxa est une bactérie endospore non pathogene que I'on trouve
dans des milieux comme les racines de plantes dans le sol et les sédiments marins.
P. polymyxa est une bactérie a Gram positif anaérobie, en forme de batonnet, de 0,6
um sur 3 um , qui produit des colonies pales sur gélose (Zengguo, H.et al 2007). elle
est également mobile avec des flagelles péritriches . Pour la reproduction, il se
différencie en spores ellipsoidales qui gonflent distinctement la cellule mere.

L’endospore peut germer lorsque les conditions sont plus propices.

La vaste gamme de capacités de cette bactérie sont de fixer 'azote, de produire des

hormones qui favorisent la croissance des plantes, de produire des enzymes
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hydrolytiques et de produire des antibiotiques contre les micro-organismes
phytopathogenes. Elle peut également aider les plantes a absorber le phosphore et
améliorer la porosité du sol. Ce microbe joue un role dans la fonction de I’écosysteme

et pourrait jouer un role dans les processus industriels.

5.6 Mb

4.48 Mb 112 Mb

P. polymyxa A18

3.92 Mb 1.68 Mb

3.36 Mb

2.8 Mb

Fig14 :la carte génétique de p.polymyxa (****¥),

4.4.2.Classification :
La classification actuelle de P. polymyxa est la suivante :

Reégne:Procaryotae.
Embranchement:Firmicutes.
Classe :Firmibacteria.
Ordre:Bacillales.
Famille:Paenibacillaceae.
Genre:Paenibacillus.

Espéce:P. polymyxa.
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4.4.3. Propriétés des P. polymyxa

P. polymyxa favorise la croissance des plantes en augmentant la disponibilité des
éléments nutritifs (par la fixation de 1'azote et la solubilisation du phosphore), en
améliorant la porosité du sol et en produisant un certain nombre de phytohormones

qui favorisent également la croissance(https://www.ec.gc.ca).
a. La solubilisation du phosphore :

Le phosphore soluble est un nutriment végétal réducteur dans le sol (Hesham et
Hashem., 2011; Malboobi et al., 2009), et une grande proportion de phosphore
disponible dans des engrais chimiques devient rapidement insoluble et ainsi non
disponible pour les plantes (Malboobi et al., 2009). P. polymyxa se solubilise

efficacement le phosphore inorganique par I'excrétion d'acides organiques.
b. Fixation d’azote :

P. polymyxa peut fixer 1'azote atmosphérique dans des conditions anaérobies (Gaby

et Buckley, 2012).

La capacité de fixation de l'azote par P. polymyxa a été démontrée par Guemouri-
Athmani et al. (Athmani et al.,2014). Ces auteurs ont mesuré l'activité de la
nitrogénase de certains isolats représentatifs de P. polymyxa récupérés du sol
algérien par un test de réduction de l'acétylene (ARA). Les résultats ont montré que
seulement 14 des les 23 souches testées étaient capables de réduire 1'acétylene.
Certaines d'entre elles étaient tres actives : la souche SGH1 réduisait le C .H » a un
rythme similaire a P. azotofixans ATCC 35681T, qui est une bactérie fixatrice d'azote
tres efficace(Seldin L et Penido EGC ,1986). 1l a été démontré que la promotion
de la croissance des plantes par P. polymyxa est principalement corrélée a sa capacité

a fixer I'azote(Lindberg T et al ., 1985 ;Lindberg T and Granhall U ,1984)).
c. L’activité hydrolytique :

La paroi est constituée principalementde polysaccharides (cellulose, hémicelluloses,
pectines) mais aussi de protéines de structure, d'enzymes et de nombreux ions. Elle
constitue ainsi un matériau composite, tres hydrophile chez les cellules jeunes, qui

présente des propriétés physiquesremarquables.(futura science.com).
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Les différentes souches de P. polymyxa produisaient des enzymes dégradant la paroi
cellulaire telles que les [-1,3-glucanases, les cellulases, les chitinases, les
protéases(Dunn Cet al .,1997 et Budi SW , 2000) et la xylanase (Pham
PL,1998).

c.1. Activité cellulolytique :

La cellulose est un polymere constitué de chaines linéaires de 100 a 10000 unités de
D-glucose reliées entre elles par des liens ~-1,4. Les unités de cellulose s'unissent
pour composer des fibrilles comportant des régions compactes et des régions
amorphes. Les régions compactes, appelées cristallines, sont difficilement
hydrolysées par la cellulase. C'est donc principalement au niveau des régions
amorphes qu'il y a possibilité d'hydrolyse des liens P-1,4 de la cellulose (Bisaria et
Ghose 1981).

Les souches de P. polymyxa peuvent produire de la cellulase et de la mannanase
(Nielsen et Sorensen, 1997). Les enzymes cellulolytique tells que les cellulases ,
les lipases , les protéases sont importantes pour la dégradation des débris des cellules
du cortex le mucilage et les exsudats solubles qui conduisent a la formation des
composés de faible poids moléculaire assimilables par la microflore tellurique

(Cherchali, 2014).

c.2. Activité pectinolytique :

La pectine est un nom féminin (grec péktos, coagulé) gélifiant contenu dans de
nombreux végétaux et utilisé comme épaississant dans les industries alimentaire
(confitures) et pharmaceutique. Les pectinases permettent aux bactéries de dégrader
la paroi et de pénétrer des cellules de cortex de la racine pour coloniser
I'endorhizosphere (Cherchali, 2014).

Des activités pectinolytique et chitinolytique sont été observées chez certain souche

de Paenibacillus (Cherchali, 2014).

c.3. Activité chitinolytique :
La chitine est un homoglucane structural trouvé chez certains mollusques et chez les
arthropodes en général, plus particulierement dans 1'exosquelette (cuticule) des

insectes et des crustacés, et aussi dans les parois cellulaires de la plupart des
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champignons et de nombreuses algues ou elle joue le méme réle que la
cellulose(uel.unisciel.fr).

Des chitinases et des [-1,3-glucanases ont été produites lorsque différentes souches
de P. polymyxa (Mavingui et Heulin, 1994), les chitinases favorisent les effets
antagonistes des bactéries contre les agents pathogeénes fongiques des plantes comme
les basidiomycéetes (Mavingui et Heulin, 1994; Nielsen et Sorensen, 1997).
Deux xylanases ont été isolées a partir de souches deP.
polymyxa (Morales et al., 1993); ces enzymes contribuent a la dégradation de la
cellulose et de certaines glycoprotéines disponibles dans les parois cellulaires
d'oomycetes (Nielsen et Sorensen, 1997) et ont, par conséquent, un potentiel de
lutte biologique.

c.4. Activité xyloglucanase :

Les enzymes peuvent étre divisées en deux catégories selon leur localisation in vivo :
Les endo-enzymes, sont synthétisées et utilisées entierement a l'intérieur de la
cellule; les exoenzymes, sont des enzymes extracellulaires qui diffusent dans les
milieux de culture et qui ont pour mission de « découper » les grosses molécules de
nutriments, incapables de pénétrer directement dans la cellule, comme le xyloglucane
(Athmani-Guemouriet al , 2014).

sa synthése ne peut se faire qu’en présence de xyloglucane. Cette synthese semble
dépendre surtout du temps de contact avec le substrat et non pas du stade de
croissance de la bactérie. Elle fait donc partie du pool d’enzymes adaptatives ou
inductibles qui ne sont normalement présentes qu’a I’état de traces dans les bactéries,
et dont la synthese est amplifiée considérablement en présence de leur

substrat.(Athmani-Guemouriet al , 2014).
c.5. Activité protéolytiquue:

Macromolécule constituée par l'association d'acides aminés unis entre eux par une

liaison peptidique (larousse dictionnaire).

P. polymyxa a produit une grande quantité d'activités protéases extracellulaires avec
des masses moléculaires de 20, 35, 50 et 210 kDa dans un bouillon
thiamine/biotine/azote (bouillon TBN) a pH neutre par rapport aux quatre autres
milieux (bouillon Luria-Bertani, bouillon glucose, bouillon trypticase soja et milieu

défini). La mesure quantitative a révélé que la meilleure activité protéolytique (~300
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unités arbitraires (UA) x mg de protéine) était atteinte apres 72 h de croissance en
bouillon TBN. Les protéases alcalines neutres constituent un groupe d'enzymes tres
vaste et complexe, avec des roles a la fois nutritionnels et régulateurs dans la nature.
Les principales applications de ces enzymes sont dans la formulation de détergents,
I'industrie alimentaire, le traitement du cuir, la synthése chimique et la gestion des
déchets ( Ishii et al.,2000) . Alvarez VM (Alvarez VM et al.,2006)ont rapporté
la production de flavine réductase a partir de P. polymyxa qui se couple efficacement

avec des enzymes désulfurantes (DszA et DszC).
C.6. Production des 3 Glucosidase :

Les especes du genre Paenibacillus secretent une variété d’enzymes extracellulaires
parmi lesquelles figurent plusieurs types de B glucanases ( Athmani-guemouri et
al.,2014).

La B-glucosidase codée par le gene BglA de Paenibacillus polymyxa a une demi-vie

de 15 min a 35 °C et aucune activité détectable a 55 °C (Gracia et al., 2000).

P. polymyxa code deux [-glucosidases homologues, BglA et BglB, présentant des
structures quaternaires et des spécificités de substrat différentes. BglA est hautement
spécifique contre le cellobiose et BgIB agit comme une exo-p-glucosidase hydrolysant
le cellobiose et les cellodextrines de degré de polymérisation plus élevé (Isorna Pet

al .,2007).
d. Production des phytohormones :

Une phytohormone est une hormone végétale, une substance produite par
des cellules végétalesendogenes situées principalement dans les feuilles de la plante
et agissant sur d'autres cellules en tant que molécules messagers
chimiques (molécules de signal). Les phytohormones sont capables de réguler les
principaux processus physiologiques des plantes, terrestres ou aquatiques (Aqua-

portail.com).

La production d'acide indole -3- acétique (IAA) Une autre facon dont les
rhizobactéries peuvent favoriser la croissance des plantes est la synthese de la
phytohormone IAA , qui joue un roéle multiforme dans la croissance et le

développement des plantes. la taille et la distribution des racines, ce qui conduit a
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une plus grande absorption des nutriments du sol. Des concentrations appropriées
d'TAA exogeénes ou d'agonistes de 1'TAA stimulent également la croissance et le
développement des systémes racinaires des plantes en activant la ramification des

racines et le développement des racines latérales( WeselowskiBrianet al., 2016)

\‘\
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-

Fig 15 : Formule chimique d'acide -3- indole acétique (CLOHQNOQ2) (*¥****%) |

P. polymyxa produit une grande variété de phytohormones qui aident a réguler la
croissance et le développement des plantes. Ces phytohormones comprennent des
auxines, notamment de l'acide indole 3-acétique (IAA) et des cytokinines, y compris
de l'isopentényladénine (IP)(Da Mota et al., 2008). l'isopentényladénine et un
autre composé inconnu similaire a la cytokinine(Timmusk et al., 1999). Des
composés organiques volatils, y compris l'acétoine et le 2,3-butanédiol produits par la
souche de P. polymyxa, favorisent également la croissance des plantes (Ryu et al.,
2003). P. polymyxa produit du 3-hydroxybutan-2-one en présence d'oxygene et
accumule du diméthylcétol en quantités importantes en tant que produit de la
fermentation dans des concentrations d'oxygéne intermédiaires (De Mas et al.,

1988; Mankad et Nauman, 1992).
e. Effet de la production d’exopolysaccharides :

Les exopolysaccarides sont desPolymeres de sucre secrété a l'extérieur de la
cellule bactérienne (techniques-ingenieur.fr). La souche de P. Polymyxa

P13 a été décrite comme un agent producteur d'exopolysaccharides (Acosta et al.,
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2005). Le lévane est le polysaccharide produit par la
souchede P.polymyxa lorsqu'elle est cultivée dans du sucrose (Timmusk, 2003).le
lévane peut également jouer un réle dans la formation de biofilm. La souche
de P. polymyxa peut former des biofilms, qui sont des colonies microbiennes
enfermées dans un matériau adhésif (habituellement des
polysaccharides)(Timmusk, 2003). attaché a une surface. A la suite de la
colonisation de racines d'Arabette de Thalius (Arabidopsis thaliana) avec la souche
de P. polymyxa , les bactéries ont formé un biofilm intensif autour des extrémités des
racines de la plante(Timmusk, 2003).. Plusieurs fins ont été proposées pour le
biofilm de la souche de P. polymyxa relativement a son role en tant que bactérie

favorisant la croissance des plantes :

7/

% la possibilité que la formation de biofilm de la souche de P. polymyxa sur les
racines coincide avec les sites de colonisation potentiels des agents pathogenes et
agisse ainsi comme une couche protectrice visant a prévenir l'acces des agents
pathogenes par I'exclusion compétitive,(Timmusk et al., 2005).

% la couche protectrice pourrait également contribuer a l'amélioration de la

tolérance des plantes a la sécheresse, et; (Timmusk et al., 2005).

% les dommages causés par le biofilm a l'extrémité de la racine pourraient, a leur
tour, causer l'activation de génes de défense contre les pathogenes.(Timmusk

et al., 2005).
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Fig 16:P. polymyxa envahit les racines des plantes et forme des biofilms (¥******),

f. La lutte biologique :

s P. polymyxaa un potentiel de lutte biologique contre les insectes et les
nématodes ainsi que les maladies bactériennes et les maladies fongiques des

plantes (https://www.ec.gc.ca) .

% Les souches de P. polymyxa produisent de nombreuses enzymes, ce qui en fait
des antagonistes précieux pour contrdler les agents pathogenes des plantes

(Raza et al., 2008)

R/

% P. polymyxapeut prévenir la prolifération du nématode Meloidogyne
Javanica en produisant des sidérophores qui se lient a la plus grande partie du
fer (III) dans la zone entourant la racine de la plante. La carence en fer qui en
découle empéche le nématode de se proliférer dans les environs immédiats des
racines (Siddiqui et al., 2007). De méme, des effets néfastes causés par deux
différentes souches deP. polymyxaexposées a d'autres nématodes

(Meloidogyne incognita) ont été signalés plus tard par Siddiqui et Akhtar
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(2008)(Siddiqui et Akhtar ,2008), qui ont étudié les effets protecteurs
d'une souche non identifiée dans des tomates, et par Akhtar et Panwar
(2013)(Akhtar et Panwar ,2013), qui ont mis a l'essai les propriétés de lutte

biologique de la souche MTCC 122 dans des pois.
g.La production des lectines :

Les lectines sont des protéines qui lient des glycoconjugués par une certaine activité

enzymatique et qui sont largement réparties dans la nature (Lakhtin et al., 2011).

0,

% Leslectines I et IT isolées a partir de la souche de P. polymyxa ont été en mesure
de supprimer la croissance des souches Rhizobium leguminosarum et Bacillus
subtilis a presque toutes les concentrations testées (de 1 a
10 pg/mL).(Karpunina et al., 2003).

% La lectinel était inhibitrice des souches Azospirillum brasilense et Erwinia
carotovora subsp. citrulis (Karpunina et al., 2003)., tandis que

% la lectine II exercait une activité bactéricide contre les souches Xanthomonas

campestris B-610 et B-611 et A. brasilense245. L'activité inhibitrice des lectines

est considérée comme étant médiée par leurs interactions avec des récepteurs
propres aux lectines, qui se produisent sur la membrane bactérienne, menant
ainsi a des changements conformationnels dans la membrane et a la défaillance
concomitante du métabolisme des cellules bactériennes (Karpunina et al.,

2003).

4.4.4. Abondance relative de la population de P. polymyxa parmi les

peuplements des bactéries telluriques :

La méthode d’immunopiégeage, a permis a (Mavingui P., 1992) de réaliser une
approche quantitative des populations de P. polymyxa dans les trois compartiments
étudiés (rhizoplan, sol rhizosphérique, sol nu). Il a cherché a déterminer la part
relative de la population de P. polymyxa au sein de la microflore cultivable, des
peuplements de fixateurs d’azote et des populations de Bacillus sporulants
producteurs de gaz. La taille de la microflore cultivable n’est pas significativement
différente dans les trois compartiments, elle se situe entre 1.9 et 3.8x108 bactéries par

g de matiere seche.
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Il en est de méme pour les populations de Bacillus sporulants producteurs de gaz,
dont la taille est estimée entre 1.4 et 3.4x105 spores par g de matiere seche. Les
peuplements de fixateurs d’azote sont plus nombreux (p<0.01) dans le compartiment
rhizoplan (RP)ou ils sont estimés a17.0x105 bactéries par g de matiere seéche, par
rapport aux compartiments sol rhizosphérique (SR) et sol non rhizosphérique (SNR)
dans lesquels on a dénombré 1.3 et 6.1 x 105 bactéries par g de matiere seche,
respectivement. Les populations de P. polymyxa représentent 0.1 % de la microflore
cultivable des compartiments SNR et sol rhizosphérique SR. Ce taux est deux fois

plus élevé dans le compartiment racinaire.

La contribution des populations de P. polymyxa au sein des peuplements de fixateurs
d'azote parait plus importante. En effet, les populations de P. polymyxa représentent
de 40% a 100% de bactéries fixatrices d’azote suivant le compartiment étudié (SNR,
SR, RP). IIs représentent donc la population majoritaire parmi la microflore fixatrice
d'azote dans le sol et la rhizospheére du blé. De méme, les P. polymyxa sont plus

abondants que les spores de Paenibacillus producteurs de gaz, quel que soit le

compartiment étudié (Mavingui P., 1992).

Mavinguia pu montrer que le nombre de P. polymyxa/g de sol rhizosphérique sec
obtenu dans le cas des sols anciennement cultivés avec le blé dur (108 bactéries/g de
sol rhizosphérique sec) est nettement supérieur a la population de bactéries

diazotrophes du blé décrites jusqu’a présent : 105 - 10° bactéries/g de sol
rhizosphérique sec (Mavingui P., 1992). et 1 a 5.105 bactéries/g de sol

rhizosphérique sec .
4.4.5. P. polymyxa outil en biotechnologie :

Paenibacillus polymyxa est classé comme une bactérie formant une endospore et une
bactérie a Gram positif, qui ont des propriétés bénéfiques innées dans les applications
biotechnologiques modernes. elle favorisant la croissance des plantes qui ont
directement profité aux plantes en améliorant la fixation de 1'azote atmospherique,
augmenter la solubilisation du phosphore et I'acquisition de fer dansla production de

sols et de phytohormones.

Cela pourrait réduire la dépendance aux engrais chimiques, qui est maintenant une

source de conflit environnemental et semble nocif pour 'homme. Par conséquent,
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I'application de P. polymyxa se concentre uniquement en tant qu'espece microbienne
fonctionnelle dans la production de biofertilisants. La découverte dans l'industrie
microbienne de cette bactérie est la production de composés bioactifs comme les
exopolysaccharides (EPS). L'EPS n'est pas seulement établie comme biofilm pour la
colonisation des microbes et agit comme un puits pour les nutriments sur les racines
des plantes dans la rhizospheére. Par conséquent, I'EPS de P. polymyxa agit également
comme des agents de lutte biologique productifs contre les agents pathogenes. Par
conséquent, P. polymyxa ayant une large gamme de métabolites antibactériens et de
composés antifongiques, informe des compouds organiques volatils, des peptides et
de I'hydrolyse enzymes, ces composés et biomatériaux pourraient étre commercialisés
en tant qu'agents de biocontrdle et application pharmaceutique. De nos jours, le
chercheur a examiné en détail et concentré son attention sur ’'avantage potentiel de

P. polymyxa avec de multiples fonctions biologiques qui ne peuvent étre ignorées

pour la santé humaine et le bien-étre(Sazwani Daud N et al., 2019).
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5. Méthodologie :

Cette étude vise a mesurer l'effet de I'association P. Polymyxa-plante et leur effet sur
la croissance, le développement, I’état sanitaire et le rendement de la plante ainsi que
leur impact sur 'environnement. En utilisant les données des recherches pour ces
évenements d’inoculation au niveau mondial, nous comparons les conséquences de
la biofertilisation entre les espéces végétales exposées et non exposées aux
traitements par P. polymyxa ou aux autres especes PGPR. L’étude vise également a

estimer cette association en fonction de plusieurs parametres.
5.1. Plan de I’étude :

Pour chaque parameétre, nous avons mené une étude de type cas témoins appariés au

sein de 'ensemble de la population des plantes ciblées.
5.2. Sources de données :

L’étude a été réalisée a partir des données des organisations de recherche chainées
aux données des systemes nationaux d’information sur les travaux agro-biologiques

au niveau mondial .

5.3. Matériel biologique :

Cette étude a porté sur I'estimation des criteres morphologiques, physicochimiques
et microbiologiques de plusieurs especes végétales ont des intéréts socio-
économiques inoculés par des micro-organismes PGPR par rapport au traitement
d’inoculation de Paenibacillus polymyxa (une bactérie qui connue par leur effet

promouvoir de la croissance des plantes) (Figure 17) .

Fig 17 :L’espece P. polumyxa sous microscope électronique.

40



Méthodologie

5.4. Parametres étudiés : Les parametres étudiés son répertoriés
dans le tableau suivant :

Tableau II :Paramétres de croissance et du rendement étudiés.

1.Parametres 2.Parametres biologiques 3.Effet surle

physico-chimiques : rendement des

plantes

a. La solubilisation du a. Effets indirects

phosphore

a.1.la lutte biologique
a. 2. Production des sédirophores

b. Fixation d’azote : . .
a.3. Production des lectines :

a.4.Production des antibiotiques

. . b. Effet direct sur la croissance
c. Biodégradation

de la matiére

organique

d. Production des

phytohormones

e. Effet de Ila
production

d’exopolysaccharides
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6. Synthese Des Résultats Et Discussion :

6.1. Parameétres étudiés :

6.1.1. Parametres physico-chimiques :

Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), sont définies comme des
bactéries présentes dans la rhizosphére, pour lesquelles un effet positif sur la
physiologie végétale est reconnu. D’apreés Kloepper (1993), les PGPR se distinguent
par leur capacité” a coloniser la surface racinaire, survivre, se multiplier et étre
compétitif vis-a -vis des autres micro- organismes, tout en stimulant la croissance
des plantes. Dans la rhizosphere, ces bactéries peuvent se retrouver aux niveaux intra
ou extracellulaire (Gray et Smith, 2005). Au niveau intracellulaire, les bactéries
sont dites endophytiques et colonisent I'apoplaste. Ces bactéries font parties de la
famille des Rhizobiums. Généralement symbiotiques, ce sont notamment les PGPR
spécialisées dans les structures nodales des Fabaceae. Au niveau extracellulaire, elles
sont localisées en surface ou a proximité des racines, elles sont donc

rhizosphe riques (Vessey, 2003).

Quatre effets principaux ont été” identifiés chez ces PGPR. Elles peuvent augmenter
la disponibilité" des éléments nutritifs, réguler la production de phytohormones,
augmenter la tolérance aux stress abiotiques et inhiber les bio agresseurs par

compétition (Glick, 2012 ; Souza, 2015).

a. Solubilisation du phosphore :

Le phosphore (P) est I'un des macronutriments les plus importants nécessaires au
développement des plantes. Il représente entre 0,2 et 0,8 % du poids sec des plantes,
et il est le deuxieéme, apres 1'azote, parmi les nutriments minéraux qui limitent le plus
souvent la croissance des cultures. La disponibilité du phosphore pour les plantes
dans le sol est limitée en raison de sa fixation sous forme de composés insolubles et
méme si des engrais P sont appliqués, jusqu'a 90 % de ce phosphore peut étre fixé
dans le sol sous des formes insolubles (par exemple, le phosphate tricalcique dans les
sols calcaires), ce qui le rend indisponible pour l'absorption par les plantes. Le P

insoluble du sol peut étre rendu disponible pour I'absorption par les plantes grace a
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I'action des microorganismes du sol, comme les bactéries, qui sont capables de

solubiliser les phosphates inorganiques ou de minéraliser les pools organiques.

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) qui présentent des
capacités de solubilisation du phosphore plus élevées ont été classées dans la
catégorie des bactéries solubilisant le phosphate (PSB). Ce groupe de bactéries est
capable de convertir les composés phosphorés organiques et inorganiques
indisponibles en formes solubles, qui peuvent étre facilement assimilées par les
plantes. Les especes Dbactériennes appartenant a plusieurs genres tels
que Pseudomonas spp, Agrobacterium spp et Bacillus spp peuvent étre utilisées
comme biostimulants des plantes pour augmenter la disponibilité du phosphore et
donc améliorer l'efficacité de I'utilisation du phosphore avec des avantages
économiques et environnementaux (Elizabeth et al., 2017 ;; Girmay, 2019 ;

Connor et al., 2021 ; Elhaissoufi et al .,2022)

Les résultats trouvés par anurag yadav(Anurag Yadav et al.,2016) et abd
rahmanjabir moh din (abd rahman jabir mohd din et al.,2020)ont montrés
une grandes activité métabolique de dégrader le phosphate inorganique du sol par P.

polymyxa par rapport aux autres isolats testés in vitro (tableau III).

Tableau III : indices de solubilisation de phosphore inorganique par différents

isolats .
Isolats Diameétre | Diametre Indice de
de colonie | de zone de | solubilisation
(mm) halo (mm)
p. fluorescens PSM1 3.3 10.7 3.24
p. fluorescens PSM2 3.7 10.1 2.72
p. fluorescens PSM3 4.0 10.0 2.50
p. fluorescens PSM4 4.1 10.5 2.56
p. fluorescens PSM5 3.8 9.9 2.60
B. megaterium MTCC8755 | 3.9 9.8 2.51
p.polymyxa 2.6353
(abd rahman jabir
mohd din et al.,2020)
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b. Fixation d’azote :

Les PGPR exercent des effets positifs sur la croissance des plantes par le biais de
mécanismes directs et indirects. Les principaux mécanismes directs d'action des
PGPR comprennent la fixation de 1'azote, la mobilisation des minéraux (P, Zn et Fe)

et la production de phytohormones.

D’apres les travaux réalisés par Bashan ( Bashan Yet al., 1993) la souche SK1de P.
polymyxa a été évaluée pour son potentiel a fixer 1'azote atmosphérique. Cela a été
fait par la capacité de la souche a se développer sur un milieu minimal sans azote
(NFM). Dans cette expérience, la souche Escherichia coli DH5a, qui est incapable de
se développer sur un milieu sans azote, a été utilisée comme controle négatif. Les
souches SK1 et E. coli ont été cultivées sur NFM. Le méme milieu additionné de
NH,CI 5 mM, une source d'azote préférée, a été utilisé pour vérifier que les deux
souches pouvaient se développer dessus. Les résultats ont montré une nette
différence dans le schéma de croissance des deux souches sur le milieu NFM.
L'endophyte P. polymyxa SK1 a pu se développer sur un milieu sans azote tandis que
E. coli DH5a, qui ne fixe pas l'azote, n'a pas pu se développer dessus (Figure 18a).
La souche E. coli ne s'est développée que sur un milieu additionné d'azote réactif
(Figure 18b). Ces résultats indiquent clairement la capacité du P. polymyxa SKi

isolé a fixer I'azote atmosphérique.
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Fig 18: Fixation de N. par l'endophyte P. polymyxa SKi. La souche isolée a été

inoculée sur un milieu malate déficient en azote (NFM) et a été observée pour la
croissance en référence a E. coli DH5a non fixateur d'azote. Croissance des deux

souches sur milieu NFM (a) et milieu NFM additionné de NH4Cl 5 mM (b).

La souche isolée Pseudomonas aeruginosa Ld-08 a ensuite été testée pour sa
capacité a fixer 1'azote atmosphérique. Le potentiel de fixation de 1'azote de Ld-08 a

été testé en observant la croissance sur un milieu minimal sans azote (NFM) (figure

19).

E.coli DHsa a été utilisé comme controle négatif car cette souche ne peut pas se
développer sur un milieu sans azote. Dans un premier temps, les deux souches ont été
co-cultivées sur milieu NFM, et il a été observé apres cing jours d'incubation que Ld-
08 était capable de se développer sur le milieu, tandis que E. coli n'a pas réussi a se
développer. Les deux souches ont ensuite été cultivées sur un NFM additionné de
NH ,Cl, 5mM une source préférée d'azote. Nos résultats ont montré que les deux
souches se sont développées sur un milieu additionné d'azote et ont produit des
colonies visibles et claires. Ces résultats ont révélé le potentiel de fixation de l'azote

du Ld-o8(Doebereiner, J., 1994).
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Fug 19: Essai de fixation d'azote de la souche Ld-08 sur un milieu de malate

déficient en azote (NFM) et a été évalué pour la croissance en référence

a E . coli DH5a sur milieu NFM, et NFM additionné de NH , Cl 5 mM.

Le potentiel de fixation de 'azote duBacillusvelezensis Lle-9 isolé a été évalué par sa
capacité a se développer sur un milieu minimal sans azote (NFM). La souche DH5a
d'Escherichia coli, qui est incapable de se développer sur un milieu sans azote, a été
utilisée comme contréle négatif. Les deux souches ont été cultivées sur un milieu sans
azote et sur un milieu supplémenté avec 5 mM NH,Cl, qui est une source
préférentielle d'azote. Les résultats ont révélé que la croissance de B. velezensis Lle-9
était clairement visible sur le NFM, tandis que ['Escherichia coli DH5a, qui ne fixe
pas l'azote, n'a poussé que sur un milieu supplémenté en azote réactif (Fig. 20C). Ces

résultats démontrent le potentiel de B. velezensis Lle-9 endophyte isolé a fixer

I'azote( Bashan Y et al., 1993).
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Fug 20: Essai de fixation d'azote de la souche Bacillusvelezensis Lle-9 sur un milieu
de malate déficient en azote (NFM) et a été évalué pour la croissance en référence
a E . coli DH5a sur milieu NFM, et NFM additionné de NH , Cl 5 mM.

c. Biodégradation de la matiére organique (activité organo-lytique) :

P. polymyxaest connu pour produire une variété d'enzymes modifiant la
lignocellulose (Lal S, Tabacchioni S,2009) qui peuvent étre utilisées dans une
variété d'applications. La capacité de P. polymyxa CR1 a utiliser 'hémicellulose a été
confirmée par la croissance sur un milieu minimal additionné de xylane
(Fig. 21A). P. polymyxa CR1 a été cultivé sur un milieu minimal additionné de bleu
de méthylene, un mimétique de la lignine, pour détecter l'activité enzymatique
ligninolytique (Magalhaes DBet al.,1996). La zone d'oxydation (halo clair) autour
de la colonie (Figure 21B) est révélateur du métabolisme de la lignine. La
dégradation de la cellulose a été confirmée par la culture avec de la
carboxyméthylcellulose et du rouge Congo, qui colore le substrat non dégradé
(Carder JH,1986), produisant une zone concentrique jaune opaque de dégagement
autour de la colonie (Figure 21C). Notre récent séquencage du génome a confirmé la
présence de geénes codant pour une vaste machinerie de dégradation de la paroi

cellulaire végétale dans le génome CRi1, notamment les endoglucanases, les
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cellodextrinases, les xylanases, les mannanases, l'arabinofuranosidase, la DyP-

peroxydase et la laccase(Eastman AWet al.,2014) (Tableau IV).

Tableau IV:Capacité lytique de la matiére organique de P. polymyxa et Bacillus sp

in vitro.
Souche La cellulose La lignine Hemi-cellulose
P. polymyxa +++ +++ +++
Bacillus sp ++ ++ ++

(++)— moyenne ,( +++)— forte

Hemi-cellulose Lignin Cellulose

Fig 21: P.polymyxa CR1 se dégrade et utilise la hemi-cellulose, la lignine et la
cellulose comme seules sources de carbone . a) Inoculum CR1 (gauche) sur milieu
minimal additionné d'hémicellulose comparé a E. coli O157 :H7 (droite). b )Activité
enzymatique ligninolytique CR1 détectée par un halo entourant l'inoculum sur un
milieu minimal contenant du bleu de méthyléne. ¢ ) Coloration au rouge Congo pour

l'activité cellulosique.
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d. Production des phytohormones :

Les phytohormones sont des molécules naturellement produites par les plantes, qui
peuvent avoir pour effet de stimuler ou d’inhiber la croissance végétale. Les
phytohormones qui interviennent dans la stimulation de la croissance regroupent les
molécules de trois familles principales, les auxines, les cytokinines et les gibbérellines

(Bouriquet, [sans date]). Certaines PGPR sont capables de produire ces hormones.

Selon les valeurs trouvés par Gordon et Weber ( Gordon S. A.,, Weber R.
P.,1951)(tableau V), P. polymyxa SK1 a pue produire une quantité importante
d’ATIA (109.67+5.8 upg/ml) avec une faible concentration de tryptophane
(émg/ml), cette quantité produite est tres intéressante par a celle qui synthétisée

par les especes de Bacillus (tableaux V et VI).

Tableau V : production d'TAA par p.polymyxa SK1

Déférentes 0 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml 6mg/ml
concentrations de

tryptophane

IAA (ug/ml) 15.17 £ 0.9 52.67+2.6 |79.50 + 4.6 109.67 + 5.8

Tableau VI: production d'TAA des isolats bacteriennes in vitro.

Code de espece IAA(pg /ml)

culture A-tryptophane | p-tryptophane

Coy3 Bacillus spp 11.61 + 0.49 36.35+0.10

Coy7 Bacillus 15.70+0.34 44.82+0.61
licheniformis

Coy8 Bacillus pumilus 11.4240.49 49.26+0.69

CoA1 Bacillus safensis 17.12+£0.33 42.14+0.21

CoA10 Firmicutes 12.56+0.25 51.84+0.10
bacterium

Ay6 Bacillus 14.10+£0.34 49.20+034
luciferensis
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e. Effet de la production d’exopolysaccharides (EPS):

Les polysaccharides sont des polymeres de monosaccharides liés par des liaisons
glycosidiques. PGPR, comme beaucoup d'autres bactéries, sont capables de produire
plusieurs types de polysaccharides. La plupart des bactéries productrices d'EPS ont
été décrites comme produisant soit un homo, soit un hétéro polysaccharide, sont
composés de résidus glycosidiques, qui peuvent étre liés de facon covalente a des

substituants organiques ou inorganiques (Azi et al., 2021).

La thématique de l'effet de la production d'EPS par p. polymyxa sur le sol
rhizosphérique a était née de 'observation des quantités de sol adhérant aux racines
du blé cultivé au champ. Dans des expérimentations d’inoculation en parcelles, ces
quantités augmentent significativement quand la plante est inoculée avec une souche

de P. polymyxa (Gouzou et al. 1993).

La production d’EPS bactérien change la porosité du sol dans la rhizosphere avec
pour conséquence, une meilleure alimentation en eau et en nutriment de la plante

(Alami et al. 2000).

D’un co6té, le traitement des semis avec les exopolysaccharides (EPS) de ces souches a

augmenté l'indice mitotique des cellules racinaires.

D’autre coté, I'amélioration de la rétention d'eau du sol de 'ITGC (+20%), observée
apres l'ajout de 'EPS-C a faible concentration (0.6%) ne peut étre seulement le

résultat d'une simple rétention intrinseque par les EPS.

En effet qu’il s’agit plutot d’une réorganisation structurale du sol en présence d'EPS,

ce qui a pour conséquence un volume poral plus important.

Les EPS ont une forte affinité pour les surfaces minérales, ils contribuent ainsi a la
stabilité des microagrégats. Les EPS jouent également un role positif dans les
phénomeénes de régulation de la teneur en eau, notamment dans des conditions de

stress hydrique .

Le tableauVII représente la production des EPS par différentes especes de
Paenibacillus dans un milieu de saccharose, la quantité la plus élevée a été enregistré

par P. Polymyxa CHLo0102 avec53.33 g/1 .
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Tableau VII: production d'EPS par Paenibacillus spp.

Souches bactériennes Indice A’EPS (g/1)
Paenibacillus Sp TKU023 4.55
41.25
P.Macerans TKU029 3.46
35.75
P.Polymyxa SQR-21 3.44
Paenibacillus sp KYEGB2 14.5
P.Polymyxa EJS-3 35.26
P.Jamilae CP-38 4.2
P.Elgii B69 25.63
P.Polymyxa ATCC 21830 6.89
P.Polymyxa CHLo102 53.33
P.Polymyxa JB115 10

6.1.2. Parametres biologiques

6.1.2.1. Effet sur la croissance des plantes
a. Effets indirects
a.1.la lutte biologique :

Les produits chimiques utilisés a ’heure actuelle pour lutter contre les agents
responsables de la fusariose du blé présentent des inconvénients. La plupart d’entre
eux sont toxiques pour les utilisateurs qui entrent en contact avec la substance de
préservation. Cela justifie les recherches actuellement menées dans ce domaine, qui
tendent a mettre au point de nouvelles méthodes de lutte moins nuisibles pour
I’environnement. Paenibacillus polymyxa (syn. Bacillus polymyxa représente un
certain intérét car elle appartient au groupe des rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes (PGPR).La promotion de de la croissance peut s’établir par

I'intermédiaire de mécanismes directs ou indirects.

L’effet indirect s’exerce par un comportement compétitif voire antagoniste de la

population introduite, vis-a-vis de populations délétéres ou pathogénes (Lorentz
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R.H et al.,2006 ;Rasa W., Shen Q,2010).En Algérie, la lutte chimique n’a pas
permis de maitriser I'évolution inquiétante des agents de la fusariose sur une culture
de blé de plus en plus importante. Ce travail s’intéresse a la mesure de I'action in
vitro de P. polymyxa SGK2 sur F. graminearum, F. culmorum, F.verticillioides, et
M. nivale, agents de la fusariose du blé dur (Triticum durum), et de procéder a la

recherche du moyen utilisé par cette souche bactérienne pour inhiber la croissance

des mycetes tests (figure 22, et tableau VIII).

Fig 22 :Activités antifongiques in vitro de 1'endophyte P. polymyxa SK1 contre
quatre pathogenes fongiques. Un bouchon de champignon de 5 mm a été inoculé au
centre du milieu PDA entouré de quatre points d'inoculum bactérien. Les plaques (a),
(b), (c) et (d) sont des témoins de Fusarium oxysporum, Botryosphaeria dothidea,
Botrytis cinerea et Fusarium fujikuroi , respectivement. Les plaques (e), (f), (g) et (h)
contiennent des cultures doubles de SK1 et des pathogeénes fongiques. Les activités
antifongiques ont été mesurées comme la plage de coloration a partir de la taille y des
zones d'inhibition des champignons pathogenes. Les zones d'inhibitions ont été

exprimées en pourcentages.
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Tableau VIII:Pourcentage de zones d'inhibition des pathogenes fongiques testés sur

les milieux PDA inoculés avec P. polymyxa.

Isolat Pathogénes fongiques testés
bactérien . . - -
Fusarium Botryosphaeria Botrytis Fusarium
oxysporum dothidea cinérea Jwitkuroi
SK1 55,54 £2,80% | 66,67 +2,23% 61,19 + 3,12 | 60,71 + 3,53
% %

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins est
plus importante par rapport a celle obtenue avec les différentes confrontations
(PathogeneAntagoniste). Apres 7 jours d’incubation, une action inhibitrice exercée
par la souche SGK2 vis-a-vis de la croissance mycélienne a été observée. Les
pourcentages d'inhibition, calculéspour les différentes confrontations sur les deux

milieux de culture PDA et King B, sont indiqués dans le Tableau IX.

Tableau IX :Pourcentage d'inhibition de la croissance des quatre mycetes tests en

présence de P. polymyxa SGK2 apres 7 jours d'incubation a 28°C.

Pourcentage d'inhibition (%)

Milieux
Champignons King B PDA

F. verticillioides 3741 12,47
F. culmorum 58,73 0,97
F.graminearum 70,84 3,13
M. nivale 66,11 1.41

La souche P. polymyxa SGK2 inhibe le développement des champignons dans les
proportions variant de 37,41 a 70,84% et de 0,97 a 12,47% respectivement sur le
milieu King B et le milieu PDA. F. graminearum semble étre le plus sensible sur le
milieu King B avec un pourcentage d'inhibition de 70,84%, tandis que F.
verticillioides semble le plus sensible sur le milieu PDA avec un pourcentage
d'inhibition de 12,47%. On peut constater que la croissance de F. graminearum, M.
nivale et F. culmorum est fortement inhibée par P. polymyxa SGK2 sur le milieu
King B, avec un pourcentage d'inhibition supérieur a 50%, alors que dans le milieu

PDA, le pourcentage d'inhibition de ces trois champignons est inférieur a 4%, ceci
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laisse supposer que le mécanisme d'action de P. polymyxa SGK2 est différent sur les
deux milieux de culture.Le fort pouvoir inhibiteur exercé par la souche SGK2 vis-a-vis
du mycete cible sur le milieu King B carencé en fer peut étre expliqué par un

phénomeéne de compétition pour cet élément.

Sur milieu PDA, l'inhibition de la croissance du F. graminearum, F. culmorum et M.
nivale n’était pas bien marquée. Ceci s’expliquerait par la vitesse de croissance plus
importante de ces mycétes sur ce milieu en comparaison avec celles developpées sur

le milieu King B.

La comparaison de laction in vitro de P. polymyxaavec les isolats de
Bacillus(Bacillus velezensis Lle-9) sur F. graminearum, F. culmorum,
F.verticillioides, et M. nivale, agents de la fusariose du blé dur (Triticum durum), a
montré aussi une activité inhibitrice de la croissance des mycetes tests (tableau X

et figure 23).

Tableau X :Pourcentage de zones d'inhibition des pathogenes fongiques testés sur

les milieux PDA inoculés avecBacillus velezensis Lle-9

Isolat Pathogenes fongiques testés

bactérien . . - -
Fusarium Botryosphaeria | Botrytis Fusarium
oxysporum | dothidea cinérea Jwikuroi

Bacillus 68,56 + 2,35 % | 61,67 + 3,39 % 63,12 +2,83% | 55,82 + 2,76

velezensis %

Lle-9
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Fig 23:Activités antifongiques in vitro de la souche bactérienne endophyte isolée Lle-
9 de Lilium leucanthum contre quatre pathogenes fongiques. (A) Un bouchon de
champignon de 5 mm a été inoculé au centre du milieu PDA entouré de quatre taches
d'inoculum bactérien. Les planches (A), (B), (C) et (D) sont des témoins de
Botryosphaeria dothidea, Fusarium oxysporum,Fusarium fujikuroi et Botrytis
cinerea, respectivement. Les plaques (E), (F), (G) et (H) contiennent des cultures
doubles de Lle-9 et des champignons pathogenes. (B) Les activités antifongiques ont
été mesurées en fonction de la taille des zones d'inhibition des champignons

pathogénes. Les zones d'inhibition ont été exprimées en pourcentage.

a.2. Production des sédirophores:

Le potentiel de I'endophyte isolé pour la production de sidérophores a été évalué par
des tests qualitatifs et quantitatifs. Les cellules bactériennes ont été inoculées en
milieu liquide de citrate de fer (CAS), une méthode développée par Schwyn et
Neilands (Schwyn B., Neilands ]JB ;1987). Le milieu CAS stimule la production de
sidérophores. Les résultats répertoriés dans Le Tableau XI, ont montré que la
souche p. polymyxa SKi peut produire une concentration importante en

sédirophores 41.23 + 3.4PSU dans une concentration de o uM de citrate de fer, la
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quantité la plus importante a été enregistré chezB.velezensis Lle-9 avec la méme

concentration.

Tableau XI:La production des siderophores par trois souches bactériennes .

Les souches Siderophores (PSU) at different Fe(III) citrate
concentrations
o uM 0.25 uM 3.0 uM
p.polymyxa SK1 41.23 + 3.4 36.32+1.4 18.23 £ 0.9
P.aeruginosa Ld-08 33.23 £ 2.1 / /
B.velezensis Lle-9 45.2 + 3.6 35.1 + 1.3 21.5 + 1.2

a.3. Production des lectines :

Les lectines I et II isolées a partir de la souche de P. polymyxa 1460 ont été en
mesure de supprimer la croissance des souches Rhizobium leguminosarum 252
et Bacillus subtilis 36 a presque toutes les concentrations testées (de 1 a 10 ug/mL).
La lectine I était inhibitrice des souches Azospirillum brasilense 245 et Erwinia
carotovora subsp. citrulis 603, tandis que la lectine Il exercait une activité
bactéricide contre les souches Xanthomonas campestris B-610 et B-611 et A.
brasilense 245. L'activité inhibitrice des lectines est considérée comme étant médiée
par leurs interactions avec des récepteurs propres aux lectines, qui se produisent sur
la membrane bactérienne, menant ainsi a des changements conformationnels dans la
membrane et a la défaillance concomitante du métabolisme des cellules bactériennes

(Karpunina et al., 2003).

P. putida RW10S1, produit un composé qui cible sélectivement d'autres
Pseudomonas, y compris Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas syringae. La
promysaline est un nouveau type d'antibiotique a base d'acide salicylique qui est
également nécessaire a la motilité de 1'essaim et contribue a la formation du biofilm
par son producteur. La biosynthese de la promysaline est dépendante de Gac et

repose sur un assemblage unique de genes biosynthétiques. Plusieurs especes
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phytopathogenes de Xanthomonas sont inhibées par une souche sélectionnée de P.

putida.

LLB (lectin-like Dbacteriocin) extrait de P. putidaa un effet antagoniste
contre :Staphylococcus  aureus, Streptococcus mitis, Proteus Mirabilis,

Pseudomonas Aeruginosa, Klebsiella Pneumonia et Ecoli.
a.4.Production des antibiotiques :

La production d'antibiotiques est une caractéristique fréquente, mais non uniforme
de la souche de P. polymyxa (Beatty et Jensen, 2002), ce qui peut contribuer a la
lutte biologique contre les maladies bactériennes et les maladies fongiques des
plantes. Elle est connue pour produire deux familles d'antibiotiques peptides codées
dans les chromosomes (Kim et al., 2010a; Raza et al., 2008). En outre, il existe
de nombreux rapports de propriétés antimicrobiennes et antifongiques dans
lesquelles la nature de 1'agent inhibiteur n'est pas définie (Raza et al., 2008), ce qui
exige la présence de bactéries vivantes pour la suppression continue
(Dijksterhuis et al., 1999). La famille polymyxine-colistine-circuline comprend
des polymyxines (A, B1, B2, C, D, E1, E2, M, S1 et T1), des polypeptines (A), de la
polyxine, de la jolipeptine, et de saltavaline. La polymyxine B et la polymyxine E
(colistine) sont utilisées dans un cadre clinique pour les activités antibactériennes
contre une grande variété de bactéries a Gram négatif, y compris Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas.aeruginosa et Acinetobacter spp., S
almonella spp., et certaines Shigella spp., Pasteurella spp., et Haemophilus spp

(Landman et al., 2008; Park et al., 2012).

Pseudomonas fluorescensa la capacité de produire 5 antibiotiques qui sont :Fluviol
(A, B, C, D, E).Le fluviol E était caractérisé par un large spectre d'action
antimicrobienne. Il a inhibé la croissance des bactéries Gram-positives et Gram-

négatives, avec une activité un peu plus faible contre les champignons.
b. Effet direct sur la croissance

Les effets favorisant la croissance des plantes de P. polymyxa ont été étudiés sur la
croissance et la productivité de deux variétés de Lilium cultivées a partir de bulbes

dans des conditions de serre.
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Les bulbes des deux variétés cultivées commercialement, I'hybride asiatique « Tresor
» et « White Heaven », ont été inoculés avec l'isolat endophyte SKi. A la fin de la
croissance végétative des deux variétés, plusieurs parametres de croissance
morphologiques ont été mesurés. Ceux-ci comprenaient la hauteur de la plante, le
nombre de pousses floriféres, la longueur et la largeur des feuilles, le diameétre de la
tige, le poids des bulbes et la longueur des racines. Une amélioration de la croissance
végétative a été observée dans les deux variétés (tableaux XII et figure 24). La
variété Tresor a montré une réponse positive a l'inoculation bactérienne en termes

d'amélioration des parametres de croissance .

Tableau XII: Analyse des parametres de croissance de la variété Tresor apres
inoculation de P. polymyxa SKai.

Souche | Hauteur Longueur | Largeur | Diametre | Poids | Longueur
de la | vantail vantail |tige des racine
plante (mm) (mm) (mm) bulbes | (cm)
(cm) (g)

CK 47,8 + | 89,2 +19,7 +189+0,7% [12,9 +[17,0+3,82
10,2 un 11,3 un 1,4 un 1,4 un

SK1 551+ 50" 94,38 1111 +]95+1,0" (14,3 =£[274+£3P

1,1 un 2,1un

Les valeurs dans une colonne avec des lettres différentes sont significativement

différentes selon le test t de Student a ( P < 0,05).

(®)

Fig 24: Effet de I'inoculation polymyxa SK1 sur la croissance de la variété Tresor.
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L'inoculation des bulbes "Tresor' avec Pseudomonas aeruginosa Ld-08 a eu un
impact positif sur les parameétres testés, et certains attributs de croissance ont été
significativement améliorés chez les plantes inoculées. Les plantes d'inoculation ont
montré une croissance végétative et reproductive globalement améliorée par rapport

aux plantes témoins non inoculées (Tableau XIII et figure 25 ).

L'inoculation des bulbes avec Ld-08 a entrainé une augmentation considérable de la

hauteur des plantes.

Tableau XIII: Analyse des parametres de croissance de la variété Tresor apres

inoculation de Pseudomonas aeruginosa Ld-08.

Traitements | Hauteur | Longueur | Largeur | Diametre | Longueur | Poids
de la | vantail vantail tige (mm) | racine du
plante (mm) (mm) (cm) bulbe
(cm) (®

CK 44,8 + | 89,2 +]9,7 + 18,9 +]16,9+242]17,0 +
3,2 un 8,7 un 1,4 un 0,7 1,8 un

Ld-o8 50,3 + | 108,3 +|10,9 £]9,3 + | 264 +123,8
3,60 6,8 1,0 W 1,0 W 2,5b 2,4"b

Les valeurs dans une colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (valeur P < 0,05) selon I'ANOVA et le test t de Student avec la correction

de Bonferroni pour les comparaisons multiples.
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Fig 25 : Effet de I'inoculationPseudomonas aeruginosa Ld-08sur la croissance de la

variété Tresor.
6.1.2.2. Effet sur le rendement des plantes:

L'inoculation des plantules de mais avec P. polymyxa CR1 a entrainé une croissance
accrue des plantes par rapport aux témoins (Tabeau XIV et
Figure 26). L'inoculation du mais a entrainé une augmentation de (19 + 2,3) % du
poids sec de la plante entiere par rapport au contréle simulé apres 8 semaines en
comparaison avec les plants de mais inoculés avec Gluconacetobacter
azotocaptans DS1, qui a entrainé une augmentation de (13 + 1,2 ) % du poids sec par

rapport au témoin (Mehnaz et al.,2006).

Tableau XIV: Effet de I'inoculation des plants de mais sur le rendement en poids.

Inoculum Poids sec des plants en (%)
P. polymyxa CR1 19 % +2,3%
Gluconacetobacter 13% +1,2%

azotocaptans DS1
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CR1 DS1 Control

CR1 DS1 Control

Fig 26 :Plants de mais inoculés par trempage des graines avec P. polymyxa CR1 en
référence a une rhizobactérie établie favorisant la croissance, Gluconacetobacter

azotocaptans DS1 ((Mehnaz et al.,2006).
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7. Conclusion:

L’application d’inoculum doit participer a une amélioration des pratiques
agronomiques : augmentation en qualité et en quantité de la production, diminution

des cotits, diminution des risques de pollution.

En termes de rentabilité de la culture, les facteurs limitants économiques sont surtout

le cotit de la semence, des traitements phytosanitaires et des engrais azotés.

L'utilisation de I'endophyte Paenibacillus polymyxa comme biofertilisant a montré
des effets bénéfiques importants pour les végétaux. La nature antifongique de P.
polymyxa a été confirmée par l'identification putative d'un certain nombre de
meétabolites secondaires bioactifs ayant des effets antimicrobiens signalés. Elle a
montré de multiples effets favorisant la croissance des plantes qui ont entrainé une
amélioration de la croissance végétative et reproductive des plantes. En raison de ces
traits bénéfiques, 1'endophyte P. polymyxa peut jouer un role important dans la

fertilité du sol, la promotion de la croissance des plantes et le controle des maladies.

Cette étude a montré l'effet nettement antagoniste de P. polymyxa vis -a- vis aux
agents responsables de des maladies des plantes notamment la fusariose du blé en
Algérie. En effet, les essais de confrontations entre ces mycetes et P.polymyxa, que ce
soit d'une facon directe sur milieu de culture ou bien a distance, ont révélé une
inhibition de la croissance mycélienne des pathogenes testés. Dans le cas de la
confrontation a distance, malgré I'absence d'un contact direct entre les pathogenes et
I'agent antagoniste, une réduction du diametre des colonies des mycetes est observée
par rapport au témoin non traité. Cela prouve qu'en plus de son pouvoir de produire
une (ou des) substance constitutive, une (ou des) substance inductible, il est donc
préférable d'appliquer celle- ci afin qu'elle assure une sécrétion continue. P.
polymyxa peut agir par la sécrétion de substances volatiles qui sont capables de
stopper a distance le développement de 1'agent pathogene. En se basant sur ces
résultats, il est d'intérét primordial d'utiliser la souche P. polymyxa en tant qu'agent

de lutte biologique contre les micro-organismes phytopathogenes.
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