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Liste des abréviations
FAO:Food and Agriculture Organization.
PGPR: Plant Growth-Promoting Rhizobacteria.
PGPB:Plant Growth-Promoting Bacteria
ADN : Acide DésoxyriboNucleéique.
PSM : Phosphate SolubilizingMicroorganisme.
PSB : Phosphate solubilizingBacteria.
PQQ : Pyrroloquinoléine Quinone.
GDH : Glucoses Déshydrogénases.
HAP : Histidine Acid Phosphatase .
BPP :Phytasesp-propeller.
CP : Cystéines Phosphatases.
PAP :Phosphatases Acides Pourpres.
YMA : Yeast Mannitol Agar.
PVK : Pikovskaya.
NBRIY :Nautiyal.

YMB: Yeast Extract MannitolBrowth
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Introduction

Introduction

L’alimentation est centrale dans toute société humaine en raison de sa nécessité
biologiqueet du role charniére gu’elle joue dans la vie sociale et culturelle (Gutmann,
2002 dans Rochette, Annie, 2004) dans la sécurité alimentaire. Elle est assurée quand
la disponibilité alimentaire est économiquement et physiquement suffisante pour toute
personne et a tout temps pour mener a une vie active et saine (FAO, Rome 1996).

Pour une bonne productivité agriculture, le travail du sol et la fertilisation
revétent une importance capitale. En effet, un bon développement racinaire des cultures
est un facteur essentiel de leur bonne productivité et leur tolérance aux aléas climatiques
(Maertens, 1964 ; Chopart et nicou, 1976). Afin d’améliorer le rendement des cultures
et les propriétés des sols, la fertilisation minérale consiste a utiliser les engrais
chimiques car ils fournissent & partir d’une source directe, les éléments nutritifs
nécessaires a la croissance de la plante (Morel, 1989). La fertilisation du sol se réalise
par I’ajout des formes nutritives organiques ou inorganiques, permettant alors de
redonner au sol ce qu’il a perdu des exportations minérales par les plantes, elle améliore
par le drainage et irrigation la structure du sol (Baldi et al. 2015). La fertilisation doit
étre intégrée pour bien utiliser chaque type d’engrais et parvenir a une gestion équilibrée
des nutriments pour la croissance des cultures (Jen-Hshuan, 2006). L’utilisation des
engrais chimiques et organiques a des avantages et inconvénients sur
I’approvisionnement en éléments nutritifs et sur la productivité des cultures (Kaur,
2006). Elle présente également un effet sur I’environnement, le consommateur et leur
inefficacité sur la fertilité des sols. De plus leur prix élevé rend obligatoire la recherche
d’une solution moins risquée (Mouria et Allal, 2010). Les fertilisants biologiques ont
été suggérés comme alternative aux produits chimiques (Joshi et al, 2009). Ils font
intervenir des microorganismes qualifiés pour améliorer la reproductivité et la nutrition
des plantes par leurs interactions dans la rhizospheére. Ils accélérent certains processus
microbiens dans le sol et augmentent la disponibilité des nutriments a absorption facile

par les plantes (Anonyme, 2008).
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L'utilisation des micro-organismes de la rhizosphére est le meilleur moyen biologique
pour améliorer la solubilisation du phosphate dans le sol et fournir des quantités
suffisantes pour la nutrition des plantes (Pradhan et Sukla 2005; Singh et al., 2011).
La capacité de certains micro-organismes a transformer le phosphate insoluble sous
une forme accessible est une caractéristique fondamentale pour les PGPR (Kucey et
al., 1989).

Dans le sol, le phosphore est classé selon la nature des composés phosphorés, le
fractionnement chimique et I’échange ionique. Les plantes n’ont pas la capacité
d’absorber le phosphore inorganique insoluble, qui se trouve dans les sols plus
précisément dans les complexes minéraux insolubles tels que le phosphate tricalcique
(Cas(POs4)2), le phosphate de fer (FePOa) et le phosphate d’aluminium (AIPOs) (Khan
et al., 2014). Seuls 0,1% du phosphore total se trouve sous forme soluble et disponible

pour la nutrition des plantes (Chen et al., 2006).

Le phosphore inorganique sous différentes formes est solubilisé par des
bactéries (BSP) qui font partie des rhizobactéries et qui favorisent la croissance des
plantes (PGPR) (Khan et al., 2010). Ces microorganismes multifonctionnels permettent
d’assurer la disponibilit¢ du phosphore pour les plantes par solubilisation des
phosphates précipités (Kucey et al., 1989 ; Pardhan et al., 2005). 1l existe des bactéries
qui solubilisent le phosphore et possédant la capacité de synthétiser une enzyme clé, 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase (Glick, 2014), de fixer I’azote
atmosphérique (Anand et al. 2016) et aussi sécréter des antibiotiques et fournir une
protection pour les plantes contre les maladies d’origine tellurique (biocontréle) (Singh
et al. 2010). Ainsi, d’autres activités physiologiques permettent la libération de cyanure
d’hydrogéne, qui a un avantage pour les souches productrices et aussi la sélection et la

croissance des souches PGPR (Badawi et al., 2011).

Ce mémoire est structuré en deux parties: la premiére traite les généralités sur
les microorganismes promoteurs de la croissance des plantes et les mécanismes d'action
des PGPR, la deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes suivies , et la

présentation de ces résultats et leur discussion, enfin une conclusion .
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I. Microorganismes promoteurs de la croissance des plantes

I.1. La rhizosphére

Le terme « rhizosphére » est dérivé du mot grec « rhiza », qui signifie racine, et «
sphére », qui signifie champ d'influence. Elle a été définie pour la premiére fois par le
scientifique allemand Hiltner (1904) comme « la zone de sol immédiatement adjacente
aux racines des légumineuses qui supporte des niveaux élevés d'activité bactérienne ».
Cependant, au fil du temps, il a été redéfini a plusieurs reprises pour inclure le volume
de sol influencé par la racine et des parties de tissus racinaires ainsi que le sol entourant
la racine dans lequel les propriétés physiques, chimiques et biologiques ont été
modifiées par la racine. croissance et activité (Pinton et al. 2001). La rhizosphere a été
largement subdivisée en les trois zones suivantes (Clark 1949; Lynch 1987; Pinton et
al. 2001)

1. Endorhizosphére : qui se compose du tissu racinaire comprenant I'endoderme

et les couches corticales.

2. Rhizoplan : c'est la surface racinaire ou adhérent les particules du sol et les microbes.

Il se compose d'épiderme, de cortex et d'une couche de polysaccharide mucilagineux.
3. Ectorhizosphere : c'est-a-dire le sol immédiatement adjacent a la racine.

La rhizosphere est donc un environnement particulier ou les flux de matiére et
d'énergie entre le sol et la plante sont particulierement intenses. La plante y mobilise
I'eau et les éléments minéraux nécessaires a son développement et a sa croissance,
induisant ainsi des modifications importantes du potentiel de I'eau et des concentrations
ioniques du sol rhizosphérique. En outre, les échanges ioniques et gazeux entre les
racines des végétaux et le sol contribuent & modifier de fagon notable le pH, le potentiel
d'oxydo-réduction de la rhizosphére et, par suite, la biodisponibilité de nombreux
éléments minéraux, nutritifs ou non (Hinsinger, 1998). Enfin et surtout, la racine libére

dans la rhizosphére des quantités considérables de composés carbonés qui vont enrichir
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la fraction organique du sol. La rhizodéposition est un processus important en termes
d'étude des flux de carbone dans la rhizosphére. Le rhizodépdt est subdivisé en
différentes parties, c'est-a-dire les cellules de la coiffe et les tissus racinaires (poils
absorbants et cellules épidermiques desquamees) (Rovira 1956), le mucilage et les
exsudats racinaires (Nguyen 2003). Les exsudats racinaires constituent la partie la plus
importante du rhizodépdt et sont classés en deux types en fonction de leur poids
moléculaire. La premiére classe comprend les composants de faible poids moléculaire
tels que les composés hydrosolubles, notamment les glucides simples, les acides
aminés, les acides organiques, les hormones végétales, les vitamines, les composes
phénoliques, les esters de sucre et de phosphate, les ions et de nombreux autres
métabolites secondaires contenant du carbone (Uren 2001 ; Farrar et al 2003 ; Bais et
al. 2006 ; Cheng et Gershenson 2007).

. EXDOEHIZOSFHERE

L e

HRHIZOPLAN _| Potl absortant

Stéle (xyleme o philoeme)
E e oul i

ECTORHIZOSPHERE Cinrlex

MICIZE]  — Epudenue

{mucilage veégetal

Coudfe
el microbien ) e

S0l

thizosphéngue ——
Exsudats _’ \
BT

Mucilage -'.'r:j,:nnl—.-"‘I e
Cellules mortes de gy, a0

Ia coifTe

Figure 1 : Représentation schématique des trois zones de la rhizosphére (Lepinay,
2013)

1.1.1. Activité de la rhizosphere

Plusieurs études ont montré que les racines émettent différents composes
carbonés et différents signaux chimiques dans leur rhizosphére qui attirent
sélectivement des populations microbiennes capables de métaboliser ces molécules et
qui se multiplient préférentiellement dans la rhizosphére (Drogue et al., 2012).

L'exsudation racinaire, la partie principale de la rhizodéposition, implique la libération
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d'une grande variété de composés organiques, habituellement séparés en masse
moléculaire faible, composés par exemple par des acides aminés, des acides organiques,
des sucres, des composés phénoliques et des poids moléculaires élevés composés par
des mucilages et enzymes extracellulaires (Marschner, 1995). Elle est constituée
principalement par des composés contenant du carbone (Uren, 2000). Les exsudats
racinaires relachés dans le sol par les plantes attirent les bactéries (Lynch, 1990) en
créant un environnement de diversité trés sélectif (Marilley et Aragno, 1999 ; Gracia et
al., 2004 ; Barriuso et al., 2005). Ainsi, un gramme de sol sec peut contenir de 10’
jusqu'a 10%° bactéries correspondant a des milliers de différentes espéces (Gobat et al.,
2004). Ces communautés microbiennes associées aux racines formant le «
rhizomicrobiome » (Chaparro et al., 2013) ont une composition différente de celle du
sol non colonisé par les racines. Des études ont également montré que la composition
des exsudats racinaires peut changer le long du systéme racinaire (Berg et Smalla,
2009), ce qui expliquerait pourquoi le rhizo-microbiome est modifié par le stade de

développement de la plante.

1.1.2. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

On définit alors les bactéries associées aux racines des plantes comme les
rhizobacteéries. Ces derniéres sont généralement des souches trés compétitives capables
de coloniser le systeme racinaire riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de
développement de la plante (Kloepper, 1993). Les échanges entre la plante et le sol sont
influencés par les rhizobactéries et ce d’autant plus que leur densité et leur activité sont
élevées. Les rhizobactéries sont des hétérotrophes typiques, elles nécessitent donc des
composés organiques comme source d'énergie. Leurs besoins sont comblés a l'intérieur
méme de la rhizosphére. Les rhizobactéries utilisent en effet de nombreux substrats
provenant de la plante : les cellules corticales et épidermiques des racines qui se
détachent, les polysaccharides du mucilage racinaire, les sucres et les acides amines et
organiques des exsudats racinaires, etc. (Campbell et Greaves, 1990). L'abondance des
bactéries dans le sol s'explique par leur multiplication rapide et leur capacité a utiliser
une grande variété de substrats comme sources d'énergie et d'éléments nutritifs (Glick,
1995). Ces rhizobactéries sont considérées comme des concurrents microbiens

efficaces dans la zone racinaire. L'effet visible des associations plantes-
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microorganismes sur la croissance des plantes peut étre positif, neutre ou négatif.
Certaines bactéries inhibent la croissance alors que d’autres la stimulent. Ces derniéres
sont souvent mentionnées comme des rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes (Plant Growth Promoting Rhizobacteria : PGPR) (Kloepper et al. 1989 ; Zahir
et al. 2004).

Les PGPR comprennent a la fois des bactéries vivantes et des bactéries qui
envahissent les tissus végétaux et qui causent des infections asymptomatiques et non
apparentes dans les systémes racinaires (Sturz et Nowak, 2000). Ces derniers groupes
sont également connus sous le nom d’endophytes, car ils habitent dans le systéeme
tissulaire de la plante. Selon la définition originale, les rhizobactéries sont des bactéries

vivantes qui colonisent la zone racinaire.

Les PGPR sont divisés en deux groupes en fonction de leur relation et les sites
résidant dans les plantes, iPGPR (bactéries symbiotiques), qui vivent a I’intérieur des
cellules de la plante, produisent des nodules, et sont localisées a I’intérieur des
structures spécialisées, et ePGPR qui vivent a I’extérieur des cellules de la plante et qui
ne produisent pas de nodules, mais qui favorisent tout de méme la croissance de la
plante (Gray et Smith, 2005). Les iPGPR les plus connus sont les espéces de Rhizobia,
qui produisent des nodules chez les légumineuses. Un certain nombre d’especes
bactériennes a été utilise comme inoculum dans le sol pour améliorer
I’approvisionnement en nutriments des plantes cultivées. Des especes appartenant aux
genres Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium et
Sinorhizobium ont été utilisées avec succes pour permettre I’établissement efficace de
la symbiose fixatrice d’azote avec les légumineuses (Bottomley et Dughri, 1989 ;
Bottomley et Maggard, 1990). D’autre part, des bactéries non symbiotiques comme les
espéces d’Azotobacter, d’Azospirillum, de Bacillus et de Klebsiella sont également
utilisees pour inoculer une grande superficie de terres arables dans le monde dans le but
d’améliorer la productivité des plantes (Lynch, 1983). En outre, des bactéries
solubilisant du phosphate, comme les especes des genres Bacillus et de Paenibacillus,
ont été appliquées de fagon spécifique pour améliorer I’état du phosphore des sols et
des plantes (Brown, 1974).
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1. Mécanismes d’action des PGPR

Les PGPR peuvent favoriser la croissance des plantes par des modes d'action

directs ou indirects (Beauchamp, 1993 ; Kloepper, 1993 ; Kapulnik, 1996 ; Lazarovits

et Nowak, 1997) : Les mécanismes directs (tableau 1) comprennent la production de

composés volatils stimulants et de phytohormones, I'abaissement du niveau d'éthyléne

dans la plante, I'amélioration de I'état nutritionnel de la plante (libération de phosphate

et de micronutriments a partir de sources insolubles, fixation non symbiotique de

l'azote) et la stimulation des mécanismes de résistance aux maladies (résistance

systémique induite).

Tableau 1 : Mécanismes d'action directes des PGPR (Solano et al., 2008 ; Chanway,

rendements de fruits et des

graines

1997)
Mécanismes Effets Références
Production de  régulateur  de | Augmentation de  la | Gutierrez Manero et al.,
croissance végeétale biomasse 1996
Floraison Une augmentation | Gutierrez Manero et al.,
significative des | 2001

Inhibition de la synthese de I'éthyléne

Longueur de la racine

Glick et al., 1994

racines

perméabilité des racines

Induction de la résistance systémique | Une  stimulation  des | Van Loon et al., 1998
défenses de la plante
Augmentation de la perméabilité des | Augmentation  de  la | Sumner, 1990

Minéralisation de la  matiére

organique (azote, soufre, phosphore)

Biomasse et teneur en

éléments nutritifs

Liuetal., 1995

Association de champignons | Teneur en biomasse et | Germida and Walley,
mycorhiziens phosphore 1996

Toro et al., 1998
Lutte contre les insectes nuisibles Santé Zehnder et al., 1997
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Les effets indirects proviennent par exemple lorsque les PGPR agissent comme
des agents de lutte biologique réduisant les maladies, lorsqu'ils stimulent d'autres
symbioses bénéfiques ou lorsqu'ils protegent la plante en dégradant les xénobiotiques
dans les sols contaminés(Jacobsen, 1997). Sur la base de leurs activités, Somers et al.
(2004) classent les PGPR comme biofertilisants (augmentant la disponibilité des
nutriments pour les plantes), phytostimulateurs (stimulant la croissance des plantes,
généralement par la production de phytohormones), rhizoremédiateurs (dégradant les
polluants organiques) et biopesticides (lutte contre les maladies, principalement par la

production d'antibiotiques et d'antifongiques).

En 1998, le professeur Bashan a proposé deux nouveaux termes a usage
scientifique général qui sembleraient englober toutes les bactéries bénéfiques pour les
plantes : « bactéries favorisant la croissance des plantes de biocontrdle » (Biocontrol-
PGPB)et la bactérie favorisant la croissance des plantes (PGPB). (Bashan et Holguin
1998). Des lors, le terme PGPB est considéré comme synonyme de PGPR, bien qu'il
soit plus inclusif, car il comprend également les bactéries endophytes, les bactéries de

la phyllospheére et les bactéries associées aux microalgues.

I1.1. Fixation de I’azote

L'azote (N) est un élément clé pour le vivant puisqu’il est fondamental dans la
composition de I'ADN, des protéines et des enzymes. Sa forme la plus abondante, le
diazote atmosphérique (N2), constitue 79% du volume de I’air, mais n’est pas
directement assimilable par la majorité des étres vivants. L’azote est ainsi considéré
comme I’un des premiers facteurs limitant du développement de la vie (Vitousek et
Howarth, 1991 ; Kaye et Hart, 1997 ; Galloway et al., 2003). La conversion de N2 en
especes réactives de I’azote (Nr) est nécessaire a la croissance de la plupart des

organismes et correspond a des formes biodisponibles de I’azote pour les organismes.

Les molécules assimilables de I’azote se présentent sous différentes formes,
oxydées ou réduites et sont solubles dans la solution du sol, c’est le cas du nitrate (NO3’
) et I’7ammonium (NH4"). Les différents processus, flux et équilibres liés a I’azote dans

I’environnement constituent le cycle de I’azote (figure 2).
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En prenant le sol comme élément central dans un écosysteme terrestre, il est

possible de distinguer deux types de flux d’azote ; les entrées et les sorties.

La fixation biologique de I’azote (BNF) est réalisée par un groupe spécifique de
procaryotes. Ces organismes utilisent une enzyme appelée nitrogénase pour catalyser
la transformation de I’azote atmosphérique (N2) en azote ammoniacal (NH4"), forme
azotée assimilable par la plante (Franche et al., 2009). Certains genres bactériens tels
que Azotobacter et Rhodopseudomonas fixent I’azote atmosphérique en conditions
libres, c’est-a-dire non associees a un hote (Kranz et Haselkorn, 1985 ; Jiménez et al.
2011). D’autres bactéries, comme les rhizobia, sont capables de fixer I’azote en
établissant une symbiose avec la plante hote de la famille des Iégumineuses et de
Parasponia (Carlsson et Huss-Danell, 2003 ; Op den Camp et al., 2012). Les bactéries
du genre Frankia fixent I’azote en établissant une symbiose avec les plantes des genres
Casuarina, Allocasuarina, Alnus, etc. (symbiose actinorhizienne) (Benson et Silvester,
1993). Les cyanobactéries assurent la fixation de I’azote en association avec les plantes
des genres Azolla et Gunnera (Fay, 1992 ; Nilsson et al., 2000 ; Bocchi and Malgioglio,
2010). Parmi tous ces exemples, la fixation biologique de I’azote par les rhizobia a été
plus particulierement étudiée pour les caractéristiques des partenaires impliqués, leurs
mécanismes régissant son fonctionnement et son impact sur le développement de la

Iégumineuse associée et sur la fertilité des sols.

11.2. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est I’un des nutriments les plus essentiels dont les plantes ont
besoin. Ironiquement, les sols peuvent avoir un grand réservoir de phosphore total (P),
mais les quantités disponibles pour les plantes sont généralement une infime proportion
de ce total. Cette faible disponibilité du phosphore pour les plantes est due a la grande
majorité du P du sol sous forme insoluble, alors que les plantes ne peuvent I’absorber
que sous deux formes solubles, les ions monobasiques (H2POa) et les ions dibasiques
(HPO4?) (Glass, 1989).

La fixation de phosphore dans les différents types de sols est déterminée par le
contenu d'argiles et d'oxy-hydroxydes. La capacité de fixation des phosphates est
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dépendante de la richesse des sols en composés amorphes, en aluminium échangeable

et en matiére organique (Fardeau et Conesa, 1994).

Le probléme de la nutrition en phosphore est souvent lié¢ & celui de la
mobilisation des réserves, qui s'avéere toujours difficile quelle que soit la valeur de pH
du sol (la valeur optimale se situe entre 5,5 et 6). Les engrais phosphatés incorporés au
sol, méme s'ils sont solubles, s'immobilisent rapidement par interaction avec la phase
solide (Tisdale et Nelson, 1975 ; Marschner, 1995).

Le manque de disponibilité de phosphates déclenche des carences chez les
végétaux. Ainsi, une diminution de la croissance végétative et des altérations du
développement (qui conduisent a des pertes de rendements) sont généralement
considérées comme les symptomes de carence en phosphore (Tisdale et Nelson, 1975 ;
Marschner, 1989). La présence de phosphates, en quantité suffisante et sous forme
disponible pour les végétaux, est indispensable en début de végétation et pendant la
croissance des organes jeunes. Chez le végétal, au fur et a mesure que sa maturité
avance, le phosphore migre des organes végétatifs vers les organes de réserve et en

particulier s'accumule dans les graines (Scheiner et al., 2000).

L action de la biomasse microbienne permet une immobilisation a court terme
du phosphore disponible quand il aura une incorporation au sol avec une grande
quantité de résidus de récolte (Mullen, 2003). D’aprés Lopez-Bucio et al. (2000), les
plantes sécretent au niveau de la rhizosphére des acides organiques pour mobiliser le
phosphore fixé ; quand les sols sont riches en calcaire ou le phosphore serait trés lié aux

ions Ca*? par des conditions de déficience phosphatée.

Le phosphore organique dans le sol est généralement conservé dans les plantes
et les détritus animaux. Le processus de minéralisation, au cours duquel les complexes
de phosphore organique sont convertis en minéraux phosphatés est un processus
modulé gréace a I’activité de quelques enzymes microbiennes dont les phosphatases.
Parmi les catégories les plus connus des phosphatases microbiennes contribuant a la
minéralisation du phosphore, il y a : les phosphomonoestérases, les phosphodiestérases,

les nucléases, les nucléotidases et les phytases (Mackey et Paytan, 2009).

Les microorganismes assurent la disponibilité du phosphore pour les plantes par

minéralisation du phosphore organique du sol et par solubilisation des phosphates
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précipités (Kucey et al.,, 1989 ; Pradhan et Sukla, 2005). Ces microorganismes
produisent des acides organiques et relachent des protons, qui a travers leurs
groupements carboxyliques, chélatent les cations fixés aux phosphates insolubles ce qui
permet de les convertir en formes solubles (mono et dibasiques) (Mackey et Paytan,
2009).

11.2.1. Microorganismes solubilisant le phosphore

Les microorganismes du sol jouent un role important et fondamental dans le
cycle biogéochimique du phosphore dans le sol. Les microorganismes solubilisant des
phosphates (PSM) sont devenus un élément important du systeme de gestion intégrée
des éléments nutritifs qui augmente spécifiquement la disponibilité de phosphore pour
les cultures.(Khan et al., 2010).

Khan et al. (2010) ont rapporté que les recherches étaient concentrées sur
I'introduction d'organismes vivants qui forment une association bénéfique non
spécifique avec un large éventail de plantes cultivées, qui peuvent étre facilement
produites en masse et qui ont un potentiel de persistance éleve dans I'environnement du

sol.

Pikovskaya (1948) a signalé la solubilisation du phosphore par différents types
de microorganismes du sol. Par le processus de solubilisation et de minéralisation, les
microorganismes libérent du phosphore a partir de pools inorganiques et organiques de
phosphore (Hilda et Fraga, 1999).

La rhizosphére abrite des populations considérables de microorganismes
solubilisant les phosphates. Les agriculteurs ont accordé une attention considerable a
cette catégorie de microorganismes en tant qu'inocula du sol qui améliorent la
croissance et le rendement des plantes (Goldstein et al., 1999 ; Fasim et al., 2002 ;
Gyaneshwar et al., 2002).

Plusieurs rapports ont mis en lumiére des microorganismes solubilisant les
phosphates (Richardson, 2004 ; Rodriguez et Fraga, 1999). Diverses souches de
bactéries et de champignons ont été étudiees et caractérisees pour leurs capacités de
solubilisation du phosphore (Glick, 1995 ; He et al., 1997).

Les champignons représentés par Aspergillus et Penicillium et les espéces

bactériennes appartenant aux genres Pseudomonas et Bacillus seraient les especes
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dominantes de solubilisation du phosphate (Ilimer et Schinner, 1992 ; Wakelin et al.,
2004). De méme, les rhizobiums endosymbiotiques sont répertoriés comme des
souches efficaces dans la solubilisation du phosphate (Khan et al., 2009). Il a été
rapporté également que d’autres espéces bactériennes ont la capacité de solubilisation
du phosphore, il s’agit d’Acetobacter diazotropicus (Maheshkumar et al., 1999) et
Gluconacetobacter sp. (Chung et al., 2005). Généralement ces organismes sont isolés
des sols de la rhizosphéere, de la rhizoplane, de la phyllosphere et des gisements de
phosphate de roche en utilisant la méthode de dilution en série et la technique de culture
d'enrichissement (Zaidi et al., 2009).

11.2.2. Mécanismes de solubilisation du phosphore

Certaines espéces bactériennes ont un potentiel de minéralisation et de
solubilisation du phosphore organique et inorganique (Hilda et Fraga, 2000 ; Khiari et
Parent, 2005). L activité solubilisante du phosphore est déterminée par la capacité des
microorganismes a libérer des métabolites tels que les acides organiques, qui par leurs
groupes hydroxyles et carboxyles chélatent le cation lié au phosphate, ce dernier étant

converti en formes solubles (Sagoe et al., 1998).

La solubilisation du phosphore est réalisée par un grand nombre de bactéries et
de champignons saprophytes agissant sur les phosphates du sol peu solubles,
principalement par des mécanismes de chélation (Whitelaw, 2000). Le phosphore
inorganique est solubilisé par I’action des acides organiques et inorganiques secrétés
par les bactéries solubilisant du phosphate (PSB) dans lesquels les groupes hydroxyles
et carboxyles des acides chélatent les cations (Al, Fe, Ca) et diminuent le pH dans les
sols basiques. La libération d’exsudats racinaires tels que des ligands organiques peut
également modifier la concentration du phosphore dans la solution du sol (Hinsinger,
2001).

La quantité et le type d'acide organique produit variaient selon le micro-
organisme. Les acides organiques libérés dans les filtrats de culture réagissent avec le
phosphate insoluble. La quantité de phosphate soluble libérée dépend de la force et du
type d'acide. Les acides aliphatiques sont plus efficaces dans la solubilisation du
phosphore gue les acides phénoliques et les acides citriques. L'acide fumarique a la plus

grande capacité de solubilisation du phosphore. Les acides tribasiques et dibasiques
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sont egalement plus efficaces que les acides monobasiques. En présence d'acides
tribasiques et d'acides dibasiques, un effet secondaire apparait en raison de la capacité
de ces acides a former des composes d'association avec le calcium, éliminant ainsi le
calcium de la solution et augmentant la concentration en phosphate soluble (Gaur et
Gaind, 1999).

Les PSB sont un groupe de bactéries qui appartiennent a un groupe hétérogene
des PGPB (plant growth promoting bacteria). Les bactéries solubilisant du phosphate
(PSB) sont les principaux contributeurs a la nutrition des plantes en agriculture et
pourraient jouer un réle central dans la mise a disposition du phosphore soluble pour
les plantes (Khan et al., 2010). Le principal mécanisme de solubilisation du
phosphore dans le sol est I'abaissement du pH du sol par la production microbienne
d'acides organiques ou la libération de protons et la minéralisation en produisant des
phosphatases acidesentrainant finalement la disponibilité du phosphore dans le sol
(Mohammadi et Sohrabi, 2012). L'acide 2-céto-gluconique produit a partir de
I'oxydation directe du glucose par les PSB joue un r6le important dans I'altération et la

solubilisation des phosphates dans le sol.

La relation symbiotique entre les PSB et les plantes est de nature synergique,
car les bactéries fournissent du phosphate soluble et les plantes fournissent des
composés carbonés contenus dans les racines (principalement des sucres), qui peuvent
étre métabolisés pour la croissance bactérienne (Pérez et al., 2007). Les PSM ainsi que

d'autres microflores rhizosphériques bénéfiques améliorent la production végétale.

v" Production des acides organiques :

Les acides organiques sont produits dans I'espace périplasmique par la voie
d'oxydation directe (Zhao et al., 2014). L'excrétion de ces acides organiques
s'accompagne d'une baisse du pH qui entraine I'acidification des cellules microbiennes
et de I'environnement, d'oul la libération d'ions phosphore par substitution de H* a Ca?*
(Goldstein, 1994). Etonnamment, Asea et al. (1988) ont découvert qu'il n'existe aucune
correlation entre le pH et la quantité de phosphore solubilisé. Ainsi, llimer et Schinner
(1995) ont proposé la théorie de I'acidification par H*. lls ont expliqué que le H* libéré

est associé a l'assimilation des cations. Par exemple, I'assimilation de NH4" avec
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I'excrétion de H* entraine une solubilisation du phosphore. Un mécanisme alternatif a
la production d'acides organiques pour la solubilisation des phosphates minéraux est la
libération de H™ a la surface externe en échange de I'absorption de cations ou a l'aide de
I'ATPase de translocation H* (Rodriguez et Fraga, 1999). Il a également été rapporté
que l'assimilation de NH4* au sein des cellules microbiennes s'accompagne de la
libération de protons, ce qui entraine la solubilisation du phosphore sans production
d'acides organiques (Sharma et al., 2013). De tous les acides organiques, l'acide
gluconique est I'agent le plus fréquent de solubilisation des phosphates minéraux ; il
chélate les cations liés au phosphate, rendant ainsi le phosphate disponible pour les
plantes. Les bactéries a Gram négatif solubilisent le phosphate minéral par oxydation
directe du glucose en acide gluconique (Goldstein, 2000). La pyrroloquinoléine
quinone (PQQ) agit comme un cofacteur redox dans les glucoses déshydrogénases
(GDH) entrainant la solubilisation du phosphate (Rodriguez et al., 2000).

v" Les phosphatases :

Les phosphatases sont introduites dans le sol par sécrétion active ou apres lyse
cellulaire (Tadano et al., 1993), et la minéralisation du phosphore organique peut étre
réalisée par des phosphatases extracellulaires qui soit restent liées a la paroi, soit sont
libres dans le milieu (Jones et Oburger, 2011). Cependant, la différenciation entre les
activités intra- et extra-cellulaires reste encore problématique, et dans la plupart des cas,
seules les activités extra-cellulaires sont étudiées (Jones et Oburger, 2011 ; Nannipieri
et al., 2011). Méme s’il est difficile de connaitre Il'origine de ces phosphatases
(Quiquampoix et Burns, 2007), de nombreux exemples montrent que les enzymes
microbiennes prédominent dans le sol (Plante, 2007). Elles présentent en outre une plus
grande efficacité pour la libération de phosphore inorganique (Tarafdar et al., 2001).
On recense différents types de phosphatases, comprenant des phosphomonoestérases,
des phosphodiestérases, et des hydrolases capables d’hydrolyser les fonctions
anhydride d’acide ou les liaisons P-N (Nannipieri et al., 2011). Les
phosphomonoestérases (incluant les phytases) ont été les plus étudiées, en particulier
chez les microorganismes solubilisant le phosphore (Jones et Oburger, 2011). Les
phosphatases sont souvent classées en fonction du pH optimal pour leur activité
(Hoffmann, 1968). Bien que les microorganismes soient capables de produire a la fois
des phosphatases dites acides et alcalines, les plantes ne produisent que des

phosphatases acides (Nannipieri et al., 2011). Les phosphatases peuvent étre adsorbées
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sur la phase solide du sol, en particulier sur les argiles, modifiant ainsi leurs propriétés
catalytiques (Quiquampoix et Mousain, 2005). Elles sont aussi généralement soumises
a des processus d'inhibition, de biodégradation et de stabilisation dans le sol (Nannipieri
etal., 2011).

La solubilisation du phosphore organique est aussi appelée minéralisation. Le
phosphore sous forme organique peut donc étre minéralisé par des enzymes secrétées

par les microorganismes. Elles sont classées en trois catégories :

v Les phytases permettent de relacher le phosphore de I'acide phytique. Il
existe plusieurs classes de phytases, soit les histidines phosphatases
acides (HAP), les phytases p-propeller (BPP), les cystéines
phosphatases (CP) et les phosphatases acides mauves (PAP). Les HAP
sont caractérisées par un motif N-terminal RHGXRXP et un motif C-
terminal HD. L'histidine du N-terminal forme un intermédiaire
phosphohisitidine et le C-terminal agit comme donneur de proton. (Lei
etal., 2007) ;

v Les phosphonatases et les C-P lyases, qui clivent la liaison C-P des
organophosphonates (Rodrigues et al., 2006) ;

v Les phosphatases acides non-spécifiques les plus abondantes sont les
phosphomonoestérases qui sont capables de déphosphoryler les liaisons
phosphoesters et les liaisons phosphoanhydride de la matiere organique
(Nannipieri et al., 2011).

11.2.3. Production d’acide indole acétique

Les PGPR peuvent directement influencer la croissance des plantes, soit par la
production de phytohormones (auxines, gibbeérellines, etc.) ou par la promotion de
I'accés aux nutriments. Les bactéries vivant en association avec les plantes ou dans la
rhizosphére sont plus aptes a prospérer a partir des substrats excrétés par les racines des
plantes et ainsi convertir les différents substrats en hormones ou autres substances
bénéfiques a la croissance des plantes (Kochar et al., 2011). La production de
phytohormones par les rhizobactéries pouvant aider a la croissance des plantes

représente une caractéristique importante dans I'association plante-rhizobactérie.
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11. Mécanismes d’action des PGPR

Les sidérophores sont petits ; les composés de fer de haute affinité sécrétés par

des microorganismes ont trouvé de nombreuses applications dans le domaine de

I’agriculture. lls augmentent la disponibilité et I’absorption du fer dans les plantes. Il a

été rapporté que G. diazotrophicus produit des sidérophores de type salicylate et

catécholate (Logeshwaran et al., 2009).
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Figure 2 : Représentation schématique des mécanismes de solubilisation,

minéralisation et immobilisation du phosphore dans le sol avec les PSM (Sharma et
al., 2013)
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

Cette étude a été portée sur quarante isolats de rhizobiums (tableau 2) provenant
de la collection du Laboratoire d’Ecologie Microbienne,de I’université de Bejaia,
isolées a partir des nodules de Vicia sativa et Vicia faba (RLV, AKE1, EC6, Al); elles
ont été repiquées sur le milieu YMA incliné puis incubées a 28°C en vue de

revivification.

Tableau 2 : Les isolats utilisées pour le criblage

SSN2c 1Vsat 1LC1 Vte Nla Vte N5b
1-AmA 2vsat 211 Vie N41 Knar Ama
Ksat N51 2-1L3a Vte N52a Ve N42
Ksat N2a 1Vsat 3La Vte N2a EC6
Ksat NSA SSN2a Vte N1c8 RLV
Ksat N1A Ksat N41 Vte N1c7 AKE1
SSN2d 1Vsat 3L1b Vte N58 Al
2vsat 1L.2d 2-1L1a Knar 1L1 1-3LA
lvsat 1LC2 Vte N6a N4b 2Vsat 1L.2b
2-1LAa N5A Vte N6b 2-2Lb

2. Criblage des isolats solubilisant le phosphore

Afin de sélectionner les isolats ayant la capacité de solubiliser le phosphate

phosphate ont été utilises. Il s’agit des milieux

a. YMA (Yeast Mannitol Agar, Vincent, 1970) ;
b. PVK (Pikovskayas, 1948) ;
c. NBRIY (Nautiyal, 1999);

tricalcique quatre milieux de culture recommandés pour étudier la solubilisation du
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d. YMB (yeast Mannitol Broth, Vincent, 1970).

La capacité des difféerentes isolats a solubiliser le phosphate tricalcique dans le
milieu est évalué par I’apparition d’un halo claire autour de la colonie correspondante

apres incubation a 28°C pendant 72 h

Les diametres des halos de solubilisation qui entourent les colonies ont été
mesurés (halo + colonie). Les résultats ont été exprimes par calcul de I’efficacité de

solubilisation (Nguyen et al. 1992) par la formule suivante :

L’indice de solubilisation est calculé a I’aide de la formule d’Edi-Premono et
al. (1996) suivante :

Diameétre de la colonie +Diamétre d’halo

Indice de solubilisation= — :
Diametre de la colonie

Efficacité de solubilisation (%) = (diamétre de halo / diamétre de colonie) x 100

3. Recherche des conditions optimales pour la solubilisation du

phosphate

3-1. Effet de différents milieux de culture

Des tubes a essai contenant 9 ml de milieu YMB ont été inoculés par quelques
colonies bactériennes. Apres incubation a 28°C pendant 48h, une suspension
bactérienne ayant une densité optique a 600nm de 0,5 a été préparée (Kumar, 2010).
Les suspensions ainsi standardisées ont été utilisées pour ensemencer les différents
milieux de culture par deux méthodes : Ensemencement par touche et ensemencement
par spot par dép6t d’un volume de 10 pl. Trois répétitions sont ainsi réalisees pour

chaque test.

3-2. Effet de la source de carbone

L’effet du mannitol, glucose, sucrose, sorbitol, galactose et lactose comme

sources de carbone sur la capacité de solubilisation du phosphate par les différentes
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isolats a été étudié dans le milieu de culture NBRIY contenant le phosphate tricalcique
comme seule source de phosphate avec une concentration de 10g/l. L’ensemencement
a été réalisé sous forme de spots de 10ul a partir d’une préculture d’une densité optique
de 0,5 4 600nm. La lecture a été réalisée apreés incubation a 28°C pendant 48h a 72h.

3-3. Effet du glucose a différentes concentrations

A partir des suspensions standardisées comme décrit auparavant, des milieux
NBRIY additionnés de différentes concentrations en glucose (5, 10, et 15g/l) ont été

ensemencés par dép6t en spots de 10pl.

Trois dép6ts sont effectués pour chaque concentration et chaque isolat. Aprés
incubation a 28°C pendant 72 heures, la croissance est évaluée par I’apparition de

colonies sur le milieu.

3-4. Effet de la source d’azote

L’effet de diverses sources d’azote sur la capacité de solubilisation de phosphate
par les isolats sélectionnées a été étudié dans le milieu NBRIY en remplacant la source
d’azote qu’il contient ((NH4)2SO4) par la Proline, Cystéine, Tyrosine, Tryptophane,
Lysine, Alanine, Asparagine ou Glycine. L ensemencement est réalisé sous forme de
spots de 10ul a partir d’une préculture d’une densité optique de 0,5 a 600nm a raison

de trois répétitions. Les boites sont ensuite incubées a 28°C pendant 48h a 72h.

3-5. Evaluation de la solubilisation du phosphate apres

reconstitution d’un milieu optimal

Aprés avoir sélectionné les composants essentiels permettant, séparément,
d’obtenir une solubilisation optimale, un milieu synthétique comprenant I’ensemble de
ces composés a été préparé. Ainsi, le milieu NBRIY a été modifié par addition du
glucose a 10g/l, la tyrosine comme source d’azote et du phosphate tricalcique a 5g/l.La
capacité a solubiliser le phosphate a été testée dans ce milieu modifié par

ensemencement en spot et a raison de 10ul a partir d’une préculture d’une densité
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optique de 0,5 a 600nm en triplicata. Les boites sont ensuite incubées a 28°C pendant
48h a 72h.
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1.

Criblage des souches solubilisant le phosphore

Résultats et discussions

L’étude de la capacité a solubiliser le phosphate tricalcique par des isolats de

rhizobium a permis de constater que seules 17.5% des isolats (7 isolats) présentent cette

activité (tableau 1). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans plusieurs
études (Halder et al., 1993 ;Alikhani et al., 2006 ; Daimon, 2006) et qui ont rapporté

que la plupart des souches de Rhizobium ne pouvaient pas solubiliser le phosphate et

que cette activité n’est pas largement répandue parmi les rhizobiums.

Tableau 3 : Résultat du criblage de isolats ayant une activité de solubilisation du

phosphore
Souche | Activité Souche Activité Souche Activite Souche Activite
SSN2c _ 1Vsat 1LC1 _ Vte Nla _ Vte N5b _
1-AmA _ 2vsat 211 + Vie N41 _ Knar Ama _
Ksat N51 _ 2-1L.3a + Vte N52a _ \/te N42 B
Ksat N2a _  |lvsat3La _ |VteN2a _ |EC6 _
Ksat NSA _ SSN2a _ Vte N1c8 _ RLV +
Ksat N1A _ Ksat N41 _ Vte N1c7 + AKE1 +
SSN2d + 1Vsat 3L1b _ Vte N58 _ Al _
2vsat 1L.2d _ 2-1L1a _ Knar 1L1 _ 1-3LA _
lvsat 1LC2 +  |Vte N6a _ |N4b _ 2Vsat 1L.2b _
2-1LAa _ N5A _ \te N6b _ 2-2Lb _
2. Optimisation de la solubilisation du phosphore

La solubilisation du phosphate tricalcique a été évaluée qualitativement sur les

milieux PVK et NBRIY en utilisant le phosphate tricalcigue comme seule source de

phosphore (figure 3).

21




Résultats et discussions

Figure 3 :Mise en évidence de la solubilisation du phosphore sur les milieux PVK (a
et ¢) et NBRIY (b et d) chez isolat 2-1L.3a ensemencée par touche (a et b) et en spot (¢
et d)

Les diametres des halos clairs observes autour des colonies varient de 0,7 a 3,9
cm (tableau 4) avec une valeur maximale obtenue avec les souches Vte N1C7 et 2-
1L 3a. La comparaison des diametres des halos clairs autour des colonies nous a permis
de constater que le milieu NBRIY permet une meilleure visualisation de la
solubilisation. De méme, la méthode d’ensemencement en spot permet d’observer des
halos clairs de diamétres plus importants comparé a la méthode d’ensemencement par
touche. Ceci serait d0 a I’importance de la charge microbienne dans la suspension
bactérienne (108 cellules/ml) comparée a celle obtenue par touche.
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Tableau 4 : Solubilisation du phosphore sur les milieux PVK et NBRIY

Ensemencement par spot Ensemencement par touche
Milieu de

culture |  Milieu PVK Milieu NBRIY Milieu PVK Milieu NBRIY
Souche
SSN2d 18|18 | 16 | 2 2 2 _ _ 1 _
2Vsat 2L1 17117 (07| 3 | 22|35 |47 |16 | 17 |26 |25 | 2
1Vsat 1LC2 21139 (35|14 15 2 _ _
Vte N1C7 3 133|341 08|11 1108|1107 1|09 _
2-1L.3a 21|18 | _ 2 | 24| 2.2 2 | 24118 |17 |17 | 16
RLV 13| 1 1,2 | 1,7 |16 | 18 1 1 1,7 1 14 | 15 | 1,2
AKE1 8 8 8 | 10 | 10 | 20 4 4 5 7 4 5

3. Recherhe des conditions

phosphate

optimales pour la solubilisation du

3-1. Effet de la concentration de glucose sur la solubilisation du phosphore

Ce test nous a permis de constater que la solubilisation du phosphore augmentait

avec I’augmentation de la concentration de glucose dans le milieu. Nous avons constaté

également que le halo clair autour des colonies apparait au cours des 3 premiers jours

d’incubation pour la plupart des isolats. Dans le cas de I’isolat 2Vsat 2L1, I’apparition

d’un halo autour de la colonie est a partir du 6°™jours (tableau 5).
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Tableau 5 : Evaluation de la solubilisation du phosphore

Diameétre de la colonie

Diameétre de I’halo

Indice de solubilisation

Indice d’efficacité

Durée| Concentration (g) [Concentration (g)| Concentration (g) Concentration (g)

5 10 15 5 |10 | 15 5 10 15 5 10 15
3 1 |1,03| 0,67 |1,47| 16 (1,23| 2,47 | 2,55 | 2,84 (147,00(155,34(183,58
Vte N1C7 6j 1,2 | 123| 08 |163|17| 14 | 2,36 | 2,38 | 2,75 [135,83|138,21|175,00
9 |133|127]| 097 |18 (172|157 235 | 2,35 | 2,62 [135,34{135,43[161,86
3 13 1122 153 |18 |18 (193] 2,38 | 2,48 | 2,26 (138,46(147,54(126,14
1V SatiLC2| 6j | 1,72 1,9 1,7 2,25( 2 2 231 205 | 218 [130,81|105,26|117,65
9 | 1,72] 2 1,68 12,18( 2,1 |2,05| 2,27 | 2,05 | 2,22 |126,74|105,00(122,02

3]

2VSat2Ll | 6j | 141|143 15 |23 |25| 3 |263]| 2,75 | 3,00 |163,12|174,83|200,00
9j 14 1143 15 2,325 3 | 264 | 2,75 | 3,00 |164,29|174,83(200,00
3 1,3 | 1,3 1,2 |1,73|18 | 15 | 2,33 | 2,38 | 2,25 |133,08(138,46(125,00
SSN2d 6j | 142|143 | 133 |18 |18 | 1,7 | 227 | 2,26 | 2,28 [126,76(125,87(127,82
9j | 142|147 133 | 2 |193| 1,7 | 241 | 2,31 | 2,28 [140,85[131,29(127,82
3j 1431145 1,1 3 3 1227 3,10 | 3,07 | 3,06 (209,79(206,90]206,36
2-1L.3a 6j 1,7 | 16 | 1,37 3 1311227276 | 294 | 2,66 (176,47[193,75|165,69
9j 1,7 | 16 | 1,37 3 |371(227] 276 | 3,31 | 2,66 [176,47(231,25|165,69
3j |11,33]097| 08 2 | 271227250 | 3,78 | 3,84 |150,38(278,35(283,75
RLV 6j | 1311097 | 0,9 2 |193]| 1,7 [ 253 | 2,99 | 2,89 [152,67(198,97|188,89

9 [135] 1 1 19| 3 [227] 2,41 | 4,00 | 3,27 (140,74 300 | 227
3j | 125129 1,13 |1,83|192| 19 | 2,46 | 2,49 | 2,68 |146,4 (148,84(168,14
AKE1 6j | 1,78]1193| 162 |2,35|251|2,39| 2,32 | 2,30 | 2,48 (132,02(130,05(147,53
9 | 1,791 21 | 1,73 |2,38|2,51|245| 2,33 | 2,20 | 2,42 (141,62(119,52(141,62

L'augmentation de la concentration de glucose de 5 a 10 g/l est accompagnée

d’une augmentation de la solubilisation du phosphore chez la plupart des isolats. A la

concentration de 15%, la solubilisation diminue (figure 4). Cela pourrait étre di a

I'autoconsommation de phosphate soluble par la population bactérienne croissante telle

que rapportée chez Azospirillum brasilense par Rodriguez (2004).

Ces résultats concordent avec les hypotheses rapportées par Behera et al. (2014),

qui stipule que la solubilisation du phosphore minéral s’avéere étre due a l'acide

gluconique dérivé du glucose produit dans I'espace périplasmique. Il a été calculé que

60 mM d'acide gluconique entrainaient la libération d'environ 0,1 mM de Pi. Ainsi, il a

été émis I'hypotheése que I'acide gluconique produit conduisait a la libération de protons

qui solubiliseraient finalement les phosphates insolubles.
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Figure 4 :lllustration de I’effet des concentrations en glucose sur la solubilisation du
phosphore (cas de la souche 2-1L3a)

Le calcul de I'indice de solubilisation a permis de mettre en évidence la capacité
de solubilisation de chaque isolat. Ainsi, les isolats : RLV ; 2-1L3a ; 2Vsat 2L1 ; Vte
N1C7 ; AKEL et SSN2d avec des indices respectifsde 4 ; 3,31 ; 3; 2,62 ; 2,42 et2,41
obtenus apres 9 jours d’incubation, sont les plus efficaces en solubilisation tandis que,
Iisolat 1Vsat 1LC2 possede le pouvoir solubilisant le plus faible (Indice de
solubilisation = 2,27). Il y a lieu de noter que la solubilisation n’est observée qu’a partir

du sixiéme jour dans le cas de l'isolat 2Vsat 2L.1.

3-2. Effet de différentes sources de carbone

Parmi les sources de carbone testées, la solubilisation la plus élevée du
phosphore a €té enregistrée lorsque le glucose a été utilisé comme source de carbone
tandis que le galactose était le moins préféré par les isolats. 1l a déja été démontré que
les sources de carbone affectent la solubilisation des phosphates bactériens (Hameeda
et al., 2006). En effet, les résultats que nous avons obtenus sont en accord avec ceux
rapportés par Fasim et coll. (2002) et Relwani et coll. (2008), qui ont observé un
maximum de solubilisation du phosphate tricalcique en présence du glucose comme
source de carbone. Des résultats similaires ont été également rapportés auparavant chez
Bradyrhizobium sp. isolé de Cicer arietinum (Halder et al., 1991).

En plus du glucose, le galactose a été rapporté comme étant une tres bonne
source de carbone pour la solubilisation du phosphate chez différentes espéces
bactériennes (Mardad et al., 2014).

Parmi les autres sources de carbone testées, le mannitol a soutenu une libération

de P2Os relativement élevee par les isolats 2Vsat 1LC2 et Vte N1C7. Une absence de
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solubilisation du phosphate a été observéee chez l'isolat AKE1 en présence du sucrose,

sorbitol, galactose et lactose comme sources de carbones.

3-3. Effet de différentes sources d’azote

Pour étudier la solubilisation de phosphore, plusieurs sources d’azote ont été
testées. Le coefficient de solubilisation calculé montre que les isolats de rhizobium
retenues ont utilisé les différentes sources d'azote testées. Toutefois, la tyrosine a permis
une solubilisation maximale avec un coefficient de 3.75 fois supérieur au témoin
contenant du sulfate d’ammonium comme source d’azote. En comparant les
coefficients de solubilisation entre les différentes souches, nous constatant que SSN2d
et 2Vsat 1LC2 présentent les taux les plus élevés (figure 5 et 6). Une faible
solubilisation du phosphore a été observée avec la plupart des acides aminés. Selon
Kumar et Ram (2014), les sources d'azote inorganiques favorisent une meilleure

solubilisation de Ca3(PO4)2 par rapport aux sources d'azote organiques.
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[ Figure 5: Effet de différentes sources d’azote sur les deux isolats SSN2d et 2Vsat 1LC2 J
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Figure 6 : Solubilisation du phosphore en présence de la tyrosine par les isolats
SSN2d et 1Vsat 1LC2
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Conclusion

Conclusion

Cette etude se proposait d’effectuer le criblage de souche de rhizobium ayant la
capacité de solubiliser le phosphore. Elle a été portée sur 40 souches de rhizobiums
provenant de la collection du Laboratoire d’Ecologie Microbienne, isolées a partir des
nodules de Vicia sativa et Vicia faba (RLV, AKE1, EC6 et Al).

L’étude de la capacité a solubiliser le phosphate tricalcique inorganique
insoluble par des souches de rhizobium a permis de constater que seules 17.5% des 40
souches (7 souches) présentent cette activité de solubilisation de phosphore.

Pour étudier la capacité de solubiliser le phosphate tricalcique trois milieux de
culture YMA PVK et NBRIY ont été recommandés. La capacité des différentes souches
a solubiliser le phosphate tricalcique dans les milieux est évalué par I’apparition d’un
halo claire autour de la colonie correspondante Avec une valeur maximale obtenue avec
les souches Vte N1C7 et 2-1L.3a.La comparaison des diameétres des halos clairs autour
des colonies nous a permis de constater que le milieu NBRIY permet une meilleure

visualisation de la solubilisation.

La composition du milieu de culture a été mise en cause pour distingue les
éléments nécessaires pour la solubilisation de phosphore d’ou on a pu déterminer la
meilleure source de carbone et d’azote pour approprier une meilleure solubilisation
pour chaque souche. Augmentation de la concentration de glucose de 5 a 10 g /I
comme source de carbone dans le milieu a observé un maximum de taux de

solubilisation.

Le coefficient de solubilisation calculé montre que les souches de rhizobium
retenues ont utilisé les différentes sources d'azote testées. Toutefois, la tyrosine a permis

une solubilisation maximale.

En conclusion, les tests d’efficacité de solubilisation du phosphore dans les
conditions normales ou stressantes sont necessaires pour consolider le role de ces
bactéries comme biofertilisants compétents pour accroitre la croissance, la nutrition et
la santé des plantes ce qui permettra de réduire les problémes liés a I’utilisation des

engrais chimiques toxiques dans les pratiques agricoles.
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ANnexes




Composition des milieux de cultures :

» Milieu Yeast Mannitol Agar YMA (g /1) :

Mannitol 10

Extrait de levure 0,4
MgSQg4, 7H20 0,2
K2HPO4 0,5
Nacl 0,1
Agar 15
H20 1L

AjusterlepH a7
» Milieu yeast extract mannitol YMB (g /1) :

Mannitol 5
Extraits de levure 0,2
MgSOs4, 7H,0 0,1
K2HPO, 0,25
Nacl 0,05

Ajuster lepH a 7
» Milieu Pikovskaya PVK (g /I) :

Glucose 10
(NH4)2S04 0,5
MgSOq 0,1

Extrait de levure 0,5
Kcl 0,2
Nacl 0,2
FeSO4 0,002
MnSO4 0,002
Caz(POa4)2 5
Agar 15

Ajuster lepHa 7,2
» Milieu nautiyal NBRIY (g /I) :

Glucose 10
(NH4)2S04 0,1
MgSOQO4 0,1
Kcl 0,2
Nacl 0,2
FeSO4 0,002
MnSO4 0,002
Ca3(POs) 10
Agar 15

Ajuster lepHa 7
Stérilisation des milieux de culture a été réalisée par autoclave 120°C pendant
20min.



Résumé :

Quarante isolats de Rhizobium provenant de nodules de racines de
légumineuses ont été examines pour leur capacité de solubilisation du phosphate sur le
milieu gélosé NBRIY. Des isolats de Rhizobium provenant de nodules racinaires
deVicia sativa et Viciafaba ont montré une zone de solubilisation du phosphate
tricalcique (TCP). Le glucose a été sélectionné comme la meilleure source de carbone
par toutes les souches bactériennes pour la solubilisation du phosphore, I’effet de
changements de concentrations de glucose a montré I’apparition d’un halo autour de la
colonie & partir du 6°™ jour de la souche 2Vsat 2L1 par contre,pour les autres souches,
leur halo apparait au cours du 3°™ jour.ll a été aussi observé que la concentration de
glucose de 10g/l a montré une solubilisation maximale de phosphore chez la plupart
des souches. Parmi les sources d’azote testees, une solubilisation maximale de 375% a
été observee avec la tyrosine par la souche 2Vsat 1LC2.

Mots clés : Rhizobium, phosphore, solubilisation, Vicia.

Abstract :

Forty Rhizobium isolatesfromlegume root nodules wereexamined for their phosphate
solubilizationcapacity on NBRIY agar medium. Rhizobium isolatesfrom root nodules
of Vicia sativa and Vicia fabashowed an area of tricalcium phosphate (TCP)
solubilization. Glucose wasselected as the best carbon source by all bacterialstrains for
phosphorussolubilization, the effect of changes in glucose concentrations showed the
appearance of a halo around the colonyfrom the 6th day of the 2Vsat 2L1 strain on the
other hand, for the otherstrains, their halo appearsduring the 3rd day. It
wasalsoobservedthat the glucose concentration of 10 g / | showed maximum
solubilization of phosphorus in moststrains. Among the nitrogen sources tested, a

maximum solubilization of 375% wasobservedwith tyrosine by the 2Vsat 1LC2 strain.

Keywords: Rhizobium, phosphorus, solubilization, Vicia.






