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IIV  Résumé  Les BSP jouent un rôle très important pour la croissance et le développement des plantes, leur action est nécessaires pour la disponibilité du P, ce qui augmente et améliore la productivité végétale, tant qu’ils sont communs dans la rhizosphère. Ils font parties des PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria), leur activité PGP montre un intérêt bénéfique pour l’agriculture, à cause de la favorisation de certain caractère dans la rhizosphère. A travers notre travail nous avons isolé des bactéries solubilisant le phosphate, à partir des 3 compartiments de la rhizosphère de 4 échantillons du sol de la région de Douar Shaibia de la Wilaya de Mostaganem par la  sélection  des isolats ayant présenté un halo claires autour des colonies, et faire des test d’identification qui  nous a montré que  la majorité des isolats sont Gram-, forme Bacille, et de différents couleur et consistance, et de type respiratoire Aérobie strict pour la majorité des isolats. L'analyse des résultats obtenus, à partir des tests d'activités PGP nous a montré que nos isolats ont la capacité de produire de l'AIA avec une production maximale de 12.33a±0.3, et tous les isolats étaient capables de fixer l'azote. 11% des isolats ont la capacité de produire l’HCN et pour la solubilisation du zinc nous avons marqué le taux de solubilisation le plus élevé avec une valeur de 699,66g±35,1 chez l’isolat VAY12. La solubilisation du phosphate de ces isolats a permis de marquer une quantité de phosphate allant jusqu’à 349k, 33 pour isolat VAY110, et solubilisation minimale 188,66f±32,1, chez isolat VCZ8.  Mots clé : Phosphate, PGPR, Rhizosphère, AIA, HCN  Abstract  The PSBs plays a very important role in the growth and development of plants, their action is necessary for the availability of P, which increases and improves the plant productivity, as long as they are common in the rhizosphere. They are part of the PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria), their PGP activity shows a beneficial interest for agriculture, because of the promotion of certain character in the rhizosphere. Through our work we isolated phosphate solubilizing bacteria, from the 3 compartments of the rhizosphere of 4 soil samples from the region of Douar Shaibia of the Wilaya of Mostaganem by selecting the isolates having presented a clear halo around the colonies, and making identification test which showed us that the majority of the isolates are Gram-, Bacillus form, and of different color and consistency, and of strict Aerobic respiratory type for the majority 



IV  of the isolates, The analysis of the results obtained, from the PGP activity tests showed us that our isolates have the capacity to produce IAA with a maximum production of 12.33a±0.3, and all isolates were able to fix nitrogen. 11% of the isolates have the ability to produce HCN and for zinc solubilization we scored the highest solubilization rate with a value of 699.66g±35.1 in isolate VAY12. The phosphate solubilization of these isolates allowed to mark a quantity of phosphate up to 349k, 33 for isolate VAY110, and minimal solubilization 188,66f±32,1, in isolate VCZ8.  Key words: Phosphate, PGPR, Rhizosphere.IAA, HCN.   ا�����    FGHI BSP دورًا OPًQR اSًT UV WPX تOIOZ[\ا OرھW^Iو، OP` أن OQHPc وريef Wg\eV ،رWhiWh\ا OPR Sjkj lmnjو opTOgXت، إOZ[\ا OP\Oط OQXأ oGsOt UV ou^[R ورvw\ا .Uء ھkT lR PGPR (OjepgyZ\ا ojرvw\ا Ug\ز اkGI WPX تOZ[\ا،( eQ{ُj طO}X PGP صO�\ا �Q� ةSsOV ةepZ` ،ocراkH\ FZm� kjkGI �G� �sO��Gram - ، ojW ھU ا\�kGت �opZ\O أن \]O أوOPR �f. ا\SjSnI ojWQ ا�OZgرات وإeTاء ا\ePGgmPات، �Wل واonf ھ�RS� o\O ا\Ug ا\�kGت ا�Opgر طoj�W� �XO�gmR lc �je ا\{opZpG دوار lR ou^[R ا\O[pc lR o�egت �ر�� ا\vwور lR ou^[R أ�Omم lR 3 ا\OhiWhت vIوب ا\Ug ا\kG� OjepgyZل �O[HPc O[P، ��ل lR. ا\vwور UV ou^[R ا\�c �y}\ا، OQXاW\وأ OQRاWو� lphHg�R ، lRع وW[\ا Umh[g\ا UsاWQ\رم اO��Wل �I ا\Ug ا\]�pHnI �sOg أظeQ .ا\�kGت \�opZ\O ا\n\ا OQpHc lR راتOZgط ا�O}X PGP أن O[I�kc OQjS\ رةSu\ا �Hc جOgXإ AIA ���� ا\OhiWhت SjSnI opP` lR ا\�kGت \vQه ا\OhiWhت ذو�Oن أOIح .VAY12  ا\vH\ oPpu� 699.66g ± 35.1 UV o\kGو�Oن SGRل أS� �HcدOX ا\Xk¡ و ذا�HCN o إOgXج �Hc ا\Suرة \OQjS ا\�kGت lR٪ 11. ا\]egpوO� �Hc �pZ�I lpTدرة ا\�kGت �pPT و`S� 12.33a ± 0.3 ، �XOره إOgXج ���I �\ام 349 إeو�eypR، 33 لkG\ VAY110 ، Sn\وا �Xن ا�دOو�vH\ 188.66f ± 32.1 ، UV o\kc .VCZ8    ت����� ا�� � IAA, HCN ,.رkjوOhiWV PGPR، ephiت،: ا! 



            
INTRODUCTION           



1   Introduction  Le phosphore (P) est l'un des éléments nutritifs essentiels les plus importants pour la production végétale, et le plus limitatif après l'azote dans la majorité des sols du monde entier, une grande partie (95% à 99%) se trouve sous nombreux forme inaccessible aux végétaux (khan et al., 2009).  Généralement, l’application des engrais à base de phosphore viens comme une réponse à la déficience du phosphore, mais malheureusement l’utilisation et l’ajout d’engrais en excès de la quantité favoriser par les plantes peut provoquer des problèmes environnementaux nocifs (Kang et al., 2011).  Certaines bactéries sont capables de solubiliser et minéraliser le phosphate insoluble dans le sol pour la croissance des plantes, c’est le seul moyen d’augmenter sa disponibilité pour la plante dans l’environnement naturellement (Bhattacharyya et Jha 2012).  Le groupement des bactéries qui ont la capacité de solubiliser le phosphate est dénommé comme les BSP (Bactéries solubilisant phosphate) (Zhu et al., 2011), et donc améliore le développement des plantes (Alori et al.,2012). Ces bactéries sont considérées comme PGPR (Plant growth promoting rhizobacteria)  Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant l’acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014). La caractérisation de ces propriétés comme la solubilisation du phosphate, zinc, la fixation d’azote par exemple est liées à la sélection des souches PGPR efficaces (Cattelan et al., 1999).   L’objectif de notre travail est l’isolement des bactéries capables de solubiliser le phosphate, et de faire des tests d’identification sur ces bactéries. En suite l’évaluation de leur activité PGP. 
   



           
 CHAPITRE I :  
Revue bibliographique 



Chapitre I   Revue bibliographique    2  1. Diversité microbienne dans le sol 1.1. La rhizosphère   Le terme "rhizosphère" a été donné par le physiologiste des plantes allemand, Lorenz Hiltner, en 1904. "Rhizosphère" est un mot grec : "Rhiza" signifie racines, et "sphère" signifie zone environnante. Elle est définie comme une zone autour des surfaces des racines où l'activité biologique d'un microorganisme est la plus élevée, elle est due à la sécrétion d'une grande quantité de métabolites à partir des poils vivants des racines ou des systèmes fibreux des racines, cette dernière est une zone écologique essentielle unique du sol qui est extrêmement enrichie en nutriments reçus des racines des plantes par la rhizodéposition, qui est facilitée par les rhizobactéries (Prashar et al., 2013).  Selon (Pinton et al., 2001) la rhizosphère est classée en trois grandes zones mentionnant (Fig.1). L'endo-rhizosphère est la zone intracellulaire entre le cortex et l'endoderme, dans laquelle les microbes et les cations peuvent occuper l'espace libre entre les cellules (espace apoplastique) qui ne forment pas de structures symbiotiques (Bowen et Rovira, 1999).  Le rhizoplane est la zone médiane directement liée à la racine, comprenant l'épiderme et le mucilage de la racine. Ça veut dire Il est constitué de l'épiderme, du cortex et de la couche de polysaccharides mucilagineux (Pinton et al., 2001).  L'ecto-rhizosphère est la zone la plus externe, qui s'étend du rhizoplane vers le sol en général. Comme les microbes endophytes s'infiltrent dans les tissus internes de la racine, la racine elle-même est considérée comme une partie de la rhizosphère (Bowenet et Rovira, 1999).       Figure 1 : Représentation schématique d'une section de racine montrant la structure de la rhizosphère et ses différentes zones (Lynch 1983). 



Chapitre I   Revue bibliographique    3  1.2. Rôle de la rhizosphère   La rhizosphère joue un rôle actif dans la régulation des interactions entre plantes et microorganismes (Hirsch et al., 2003). Comme ces interactions jouent un rôle majeur dans l’équilibre entre les microorganismes saprophytes et les microorganismes pathogènes, leur étude est susceptible d’applications importantes dans le contrôle biologique des infections végétales bactériennes et fongiques (Dommergues et Mangenot, 1970). La rhizosphère est aussi un lieu d’échange de signaux chimiques d’une plante à l’autre (Gobat et al., 2010). 1.3. L'effet rhizosphérique  L'effet rhizosphérique est la croissance accrue d'un microorganisme du sol résultant de l'altération physique et chimique du sol et de la contribution des excrétions et des débris organiques de l'exsudation, de la sécrétion et du dépôt des racines dans une rhizosphère par rapport au sol en général. La diversité des microorganismes est plus grande à proximité de la rhizosphère car les plantes exsudent généralement une grande partie de leur carbone fixé par photosynthèse (estimé généralement entre 5 et 30 %) par leurs racines, ces exsudats agissent comme une source de nourriture bactérienne, ce qui est la raison principale pour laquelle le nombre est 10-1000 fois que celles que l'on trouve dans le sol en général. La population microbienne diminue avec une augmentation de la distance par rapport à la rhizosphère (Chowdhury et al., 2009). 1.4. Interaction plante-microbe  Les interactions entre les végétaux et les microorganisme (Fig.2), se manifestent avec une intensité accrue dans la zone du sol qui est en contact avec les racines, à l’intérieur de cette zone appelée Rhizosphère, la microflore tellurique est profondément modifiée par les l’influence des exsudant racinaire et des apports de débris tissulaires, ces modifications consistent dans une stimulation préférentielle et considérable de certain secteur de la microflore ou des espèces microbienne, les organismes du sol ont un impact aussi sur la production végétale que ce soit de façon directe ou indirecte (modification des cycles de carbone et des nutriments, de la structure du sol, interactions trophiques et contrôle des parasites pathogènes) (Lynch, 1990 ; Cherif, 2014).    



Chapitre I   Revue bibliographique    4              Figure 2 : Interactions dynamiques entre les microorganismes et les plantes (Lynch,1990).  1.5. Les bactéries promotrices de la croissance des plants (PGPR)  Kloepper et Schroth (1978), proposent le terme "PGPR" pour un groupe important de bactéries rhizosphériques qui ont des effets bénéfiques sur la croissance des plantes lorsqu'elles colonisent les racines. Les PGPR apportent des éléments nutritifs dans l'écosystème à partir des réserves atmosphériques ou minérales sous forme soluble les racines absorbent les éléments nutritifs, décomposent les détritus et protègent également les racines des agents pathogènes (Prasad et al., 2015).   Les PGPR améliorent la croissance des plantes en raison de divers facteurs (Fig.3), notamment la libération de phytohormones, la fixation de l'azote et la régulation de la production d'éthylène dans les racines, la solubilisation des nutriments tels que le phosphate, la production des sidérophores, la promotion de la fonction mycorhizienne et la diminution de la toxicité des métaux lourds sont les facteurs les plus importants et donc le  nombre  de  PGPR  identifiées  a augmenté d’une façon significative. 



Chapitre I   Revue bibliographique    5              Figure 3 :  Le role des rhizobactéries qui favorisent la croissance dans le développement de systèmes durables de production végétale (Egamberdieva et al., 2015). 1.5.1. diversité des PGPR   Des groupe hétérogène de bactéries de PGPR qui peuvent être trouvées dans la  rhizosphère présentant une diversité de genre et d’espèces, appartiennent majoritairement aux quatre phylum qui sont : Proteobacteries,  Firmicutes,  Actinobacteries  et  Bacteroidetes(Hugenholtz,2002). Des taxons très divers composées généralement   d’espèces  du  genre  Bacillus,  Streptomyces,  Burkholderia,  et Pseudomonas  et  sont  considérés  comme  inoffensifs  pour  la  plante  hôte (Weller, 1988;  Lugtenberg  et al., 2001). 1.5.1.1. Pseudomonas  Parmi le phylum  des  Proteobacteria,  classe  des Gammaproteobacteria,  ordre des  Pseudomonales. Ce sont des bacilles à gram  négatif,  droits et fins, aux extrémités arrondies, d’une taille moyenne de 2 sur 0.5 µm (Palleroni, 1984), grâce  à  une  ciliature  polaire Ces  bactéries  sont  mobiles avec des flagells capables d’utiliser des substrats hydrocarbonés comme source de carbone et  d’énergie. Les  Pseudomonas  ont une capacité élevé à 



Chapitre I   Revue bibliographique    6  coloniser la rhizosphère, et capables de former des associations intimes avec leurs  hôtes  (Höfte et devos,  2006), ce  qui  réduit  le  nombre  de  sites  habitables  pours  les microorganismes pathogènes (Reyes et al., 2004). 1.5.1.2. streptomyces  Les streptomycètes sont des membres aérobies à Gram positif de l'ordre des actinomycétales. au sein de la classe des actinobactéries (Stackebrandt et al., 1997). Les streptomycètes produisent un substrat ramifié et un mycélium aérien, la croissance se produit au niveau des apices hyphales et  accompagnée de ramifications, produisant ainsi une matrice complexe d'hyphes pendant la phase de croissance végétative (Wildermuth et Hopwood, 1970). 2. Comment fonctionnent les PGPR ?  Les PGPR peuvent modifier la structure des racines et favoriser le développement des plantes (Kloepper et al., 2007), et leur croissance par l'un des deux mécanismes direct ou indirect. Les mécanismes indirects sont en général produits en dehors de la plante, par contre les mécanismes directs se produisent à l’intérieur de la plante (Gupta et al., 2000). Les PGPR sont capables d'augmenter la disponibilité des nutriments dans le sol (Ghignone et 

al., 2012;Pii et al., 2015), (Fig.4).  Les stress biotiques et abiotiques constituent l'une des principales limites à l'efficacité de l'agriculture dans le monde, et ces problèmes s'aggravent de jour en jour. Les PGPR pourraient jouer un rôle important dans l'atténuation de divers stress chez les plantes (Kumar 
et al., 2015, 2016 ; Ahmad et al., 2016). Ces microorganismes colonisent la rhizosphère des plantes et introduisent la tolérance en produisant des exopolysaccharides, des hormones végétales et des composés volatils et en favorisant l'accumulation d'osmolytes, d'antioxydants et d'enzymes, la production de sidérophores, la synthèse d'antibiotiques et des composés fongicides, la régulation ascendante ou descendante de gènes respectifs et la modification de la morphologie des racines en réponse à des stress biotiques et abiotiques (Verma et  al., 2013;Vurukonda et al., 2015).    



Chapitre I   Revue bibliographique    7            Figure 4 : Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphère (Khan et al., 2009).  2.1. Les effets directs des PGPR   Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant l’acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014). 2.1.1. La solubilisation du potassium  La solubilisation du potassium résulte de la production microbienne d’acides minéraux (carbonique, sulfurique, nitrique) ou organiques. Lorsque les produits de métabolisme présentent des propriétés complexe, la solubilisation est encore plus active ; tel est le cas de l’acide 2-ceto-gluconique synthétisé par les pseudomonas fluorescents (WEBLEY et coll, 1963), les microorganismes des sols jouent un rôle clé dans le cycle K naturel et par conséquent  les microorganismes solubilisant  de  potassium  présents  dans  le  sol  pourraient  fournir  une technologie alternative pour rendre le potassium disponible pour l'absorption par les plantes(Rogers et al., 1998).  



Chapitre I   Revue bibliographique    8  2.1.2. Fixation de l'azote  L'azote est un élément nutritif principal des plantes et le plus important, il est également un facteur limitant dans l'écosystème agricole en raison de sa perte par les pluies et le lessivage des minéraux. Les souches de PGPR telles que Klebsiell apneumoniae, Pantoeaagglomerans et Rhizobiumsp, sont connues pour fixer le N2 atmosphérique dans le sol et le fournir aux plantes (Antoun et al.,1998; Riggs et al., 2001), Ils favorisent l'amélioration de la hauteur des plantes et l'augmentation de la capacité de fructification et de floraison. La capacité des microorganismes à fixer l'azote de manière symbiotique ou non symbiotique dans le sol et d'améliorer le rendement des cultures (Vessey, 2003) (Fig.5). 2.1.3. Solubilisation du phosphate  Le phosphore c’est un nutriment très important limitant la croissance des plantes après l’azote, il est disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique (khan et al., 2009), la faible disponibilité du phosphore aux plantes est due au fait que la grande majorité  du P du sol se trouve sous des formes insolubles, alors que les plantes ne peuvent l'absorber que sous deux formes solubles le monobasique et le dibasique H2PO4- et HPO4-2 respectivement (Glass., 1989). Plusieurs bactéries solubilisant le phosphate convertir la forme insoluble du phosphore enforme soluble par acidification, sécrétion d'acides organiques ou des protons (Fig.5),(Richardson et al. 2009).          Figure 5 : Rôle du PGPR et mécanisme de solubilisation du phosphate (Pradhan et al., 2017). 



Chapitre I   Revue bibliographique    9  2.1.4. Solubilisation du zinc   Le zinc est un micronutriment essentiel qui joue un rôle vital dans divers processus métaboliques des plantes, et sa déficience affecte négativement la croissance et le développement des plantes. Les pratiques de gestion des cultures et des sols extraient de grandes quantités du zinc du réservoir naturel du sol. En outre, la teneur totale en zinc est considérablement élevée bien qu'il existe sous des formes fixes comme ZnCO3, ZnS, ZnO, ZnFe2O4, qui sont peu solubles. Par conséquent, d'importants apports d'engrais à base de zinc doivent être ajoutés au sol pour satisfaire les besoins en zinc des cultures. Cependant, l'application exogène de sulfate de zinc se transforme également en différentes formes non disponibles (Gandhi et al.,2014). 2.1.5. Production des phytohormones 2.1.5.1. Auxine   Les microorganismes qui font partie de la rhizosphère contribuent également au quantité d'auxines de la plante. Auxines synthétisées par la plante et les microorganismes ne diffèrent que par la voie de biosynthèse. Les principales bactéries productrices d'AIA appartiennent à Aeromonas, Bacillus, Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Microbacterium, Sphingomonas, Mycobacterium, Kocuriavarians et Rhizobium (Gangwar et al., 2018). 2.1.5.2. Production de l’Acide Indol Acétique (AIA)  Les plantes ont développé des systèmes élaborés pour réguler les niveaux cellulaires de l'AIA (Fig.6), (Normanly et Bartel, 1999). L’AIA représente l'une des hormones végétales les plus importantes, ce qui renforce de nombreux aspects de la croissance et du développement des plantes tout au long du cycle cellulaire de la plante, de la division cellulaire, de l'allongement cellulaire et de la différenciation (Guilfoyle et al., 1998). Le  rôle  de  l’AIA  dans  la  stimulation  de  la croissance  est  obtenu  en  limitant  l'effet  de  la bactérie par l’application directe de l’AIA sur les racines, les poils des tiges et des racines des plantes de blé sont influencés positivement par l'ajout de l'AIA (Cherif, 2014).    



Chapitre I   Revue bibliographique    10       Figure 6 : Rôle de l’acide indole acétique dans l’amélioration de la croissance végétale (Khan et 

al., 2009). 2.2. Effets indirects  2.2.1. La production des sidérophores  Dans un environnement oxique, le fer inorganique se trouve sous sa forme oxydée (Fe+3) qui donne des composés quasi insoluble (ex. oxydes, phosphates) (Gobat et al., 2010). Il est indisponible pour l’assimilation directe par les microorganismes car l’ion ferrique (Fe+3), forme prédominante dans la nature est peu soluble (Neilands et al., 1987). Pour s’en procurer, les organismes doivent produire des petites molécules capables de chélater le Fe+3 et qui ont une haute affinité pour cet élément. Ces molécules sont appelés sidérophopres qui sont capable de complexer le fer (littéralement : porte-fer ), elles sont secrétés par un organisme en vue d’assurer son alimentation en fer à partir des composés inorganiques quasi insolubles du fer trivalent (Gobat et al., 2010), ensuite ils transportes ces complexes vers la cellule microbienne ou il est reconnu par des récepteurs membranaires situe sur la membrane externe de la bactérie qui seront utilisé durant la croissance microbienne (Neilands et Leong,1986). (Fig.7).     Figure 7 : Structure générale des siderophores citrate-hydroxamate (Gibson et Magrath,1969).   



Chapitre I   Revue bibliographique    11  2.2.2. Production de l'ACC-Désaminase  Les plantes réagissent en synthétisant du 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC), qui est un précurseur de l'éthylène (Glick et al., 2007). L'éthylène joue un rôle important en déclenchant le développement des racines, en inhibant leur élongation, en favorisant la maturation des fruits, en favorisant un moindre flétrissement, en stimulant la germination des graines, en favorisant l'abscission des feuilles et en activant la synthèse d'autres hormones végétales. Il est parfois produit dans des conditions de stress, telles que le stress dû aux métaux lourds, aux phytopathogènes, l'inondation, la sécheresse et une concentration élevée de Na (Das et al., 2013).  Il a été signalé que certains PGPR possèdent également une activité ACC-désaminase qui transforme l'ACC en alpha-céto-butyrate et en ammoniac et réduisent ainsi le niveau d'éthylène dans la plante, les rhizobactéries ayant une activité ACC-désaminase appartiennent aux genres Achromobacter, Azospirillum, Bacillus, plus précisément les pseudomonades fluorescentes. Les plantes inoculées avec des PGPR ayant ACC désaminase sont plus résistantes aux effets néfastes de l'éthylène de stress qui est produit dans des environnements stressés (Saini et al.,2015). 2.2.3. Antibiose  Synthèse des composés antibioses est le mécanisme le plus efficace et le plus puissant pour empêcher la prolifération des phytopathogènes (Shilev, 2013). Différents métabolites comme l'amphisine, les butyrolactones, le diacétylphloroglucinol (DAPG), lipopeptide cyclique, (cyanure d'hydrogène (HCN), kanosamine, oligomycine A, sont produits par des rhizobactéries (Akhtar et Siddiqui 2010). 3. Généralité sur le phosphore    Le phosphore (P) est un nutriment essentiel primaire qui joue un rôle à la fois structurel et métabolique dans les plantes. Il est le constituant structurel de plusieurs biomolécules, notamment les acides nucléiques, ADN et ARN (Marschner,1995). Il est également un constituant structurel des phospholipides présents dans les biomembranes, le phosphore est également impliqué dans le mécanisme de transfert d'énergie dans les systèmes biologiques. La réaction lumineuse de la photosynthèse est utilisée pour synthétiser l'adénosine triphosphate (ATP) à partir de l'adénosine di-phosphate (ADP) avec la formation d'une liaison pyrophosphate riche en énergie. Il joue également un rôle dans la photosynthèse et la 



Chapitre I   Revue bibliographique    12  remobilisation de l'amidon. Chez les légumineuses, le P joue un rôle dans les premiers stades de l'initiation et du développement des nodules et dans l'activité azotase des nodules et également dans l'activité de la nitrogénase des nodules (Marschner,1995). 3.1. Le phosphore dans le sol   La teneur en P de la lithosphère terrestre est d'environ 0,12 % dans les sols de surface, la teneur totale de P varie de 0,02 à 0,15% avec une moyenne de 0,06% (Lindsay 1979), dans les sols minéraux, environ 20-80% du P total du sol est sous forme organique, tandis que le reste est sous forme inorganique, le P inorganique du sol peut exister sous forme de P non occlus (dans la solution du sol, sous forme échangeable et adsorbée et P présent dans les minéraux). Le phosphore libéré par les minéraux P primaires et secondaires entre dans la solution du sol d’où il peut être soit absorbé par les plantes, soit adsorbé par les colloïdes inorganiques du sol, soit précipité sous forme de minéraux P secondaires, soit utilisé par les microorganismes du sol, ou être perdu par ruissellement (Fig.8) (Sharpley et al., 1999; Sharma, 1992).  Le phosphore est présent en faibles concentrations dans la plupart des sols (Hinsinger, 2001; Raghothama, 1999 ; Vance et al., 2003).          Figure 8 : le cycle de phosphate dans la nature (Shrivastava et al., 2018)    



Chapitre I   Revue bibliographique    13  3.2. Les formes du phosphore dans le sol   La présence de chacune de ces formes de phosphore dans le sol dépend de l'acidité, de l'alcalinité et de l'activité biologique du sol. L'absorption du phosphore par les racines des plantes est généralement directement proportionnelle à la concentration en phosphore à la surface des racines (Olsen et al., 1961). Les racines des plantes absorbent non seulement l'eau et les nutriments nécessaires à leur croissance, mais elles libèrent également des composés organiques et inorganiques dans la rhizosphère. Ces composés entraînent plusieurs changements chimiques dans l’environnement racinaire, affectant la population microbienne et la disponibilité des nutriments. (Neumann et Romheld, 2001; Fageria et Stone, 2006). 3.2.1. Phosphore solide inorganique  Dans les sols le phosphate dicalciquedihydraté, le phosphate dicalcique, sont principalement présents dans les sols neutres et calcaires. Dans les sols calcaires, le P à faible concentration est retenu par la surface du CaCO3 grâce à remplacement du CO3-2 par le phosphate, puis a une concentration plus élevée du P, une précipitation de surface du phosphate de calcium se produit à la surface du CaCO3 (Yin et al., 1989). Initialement, le phosphate de calcium formé est amorphe, mais il se transforme progressivement en une structure cristalline de faible solubilité (Parfitt, 1978). 3.2.2. Phosphore organique   Stevenson (1986) a indiqué que 15 à 80 % du P dans les sols se trouve sous forme organique, la quantité exacte dépendant de la nature du sol et de sa composition.  D'après (Hon et Yuan, 1990) ce dernier est présent sous forme de phosphate d'inositol (12,1-32,3 %), de phospholipides (1,9-5,8 %) et d'acide nucléique (0,7-3,7 %).   Pour l’utilisation Pour que l'absorption soit possible, le P contenu dans la matière organique du sol doit être converti en anions ortho-phosphates par les microorganismes du sol (Darouband Snyder, 2007). La libération du P par la matière organique dépend du matériau parental, de la culture de la profondeur du sol, de la température du sol, de l'humidité, de l'O2, et du PH. Lorsque les sols sont mis en culture pour la première fois, la teneur en C et en N organiques diminue généralement, cela est appliqué pour le PO (Stevenson, 1986).  



Chapitre I   Revue bibliographique    14   Tableau 1 : Quelques acides organiques produits par les BSP (Hansali et Banouh, 2020). Acide organique Bacterieproductrice Référence    Acide gluconique Pseudomonas fluorescens Pseudomonas cepacia, Erwiniherbicola, Burkholderiacepaci Enterobacter intermedium Bacillus spp Oteino et al., 2015 Babu-Khan et al., 1995 Liu et al., 1992 Kim et al., 2002 Zhao et al., 2014 Saeid et al., 2018  Acide acétique Pseudomonas sp. Enterobacter sp. Rfaki et al., 2020  Acide propionique Bacillus megaterium Gull et al., 2004 Chen et al., 2006  3.2.3. Phosphore soluble   Le phosphore dans la solution du sol peut varier de 0,02 à 5,46 mg PL-1 (Morel et Plenchette., 1994), avec une valeur moyenne autour de 0,05 mg P L-1 dans la solution du sol.  Le P peut exister sous forme de H2PO4−, HPO4−2 ou PO4 −3 en fonction des conditions de Ph. Sur un pH de 7.2 tant H2PO4- et HPO4-2 sont presque égales, et une augmentation supplémentaire du pH augmente la proportion de HPO4−2 une forme moins préférée par la plante pour l'absorption par rapport à H2PO4-. Des traces de certains composés organiques de P de faible poids moléculaire peuvent également être présentes dans la solution du sol. Selon (Hedley et al., 1982;Sharpley et moyer, 2000).      



Chapitre I   Revue bibliographique    15  3.3. Le rôle du phosphore dans la plante   Le P est essentiel pour la croissance des plantes, où le transfert d'énergie dans les plantes est bien connu, car c'est un composant essentiel du composé organique souvent appelé la monnaie d'énergie de la cellule vivante (ATP) (Brady et Weil, 2002).  Le P influer sur la croissance et le rendement des plantes, puisqu’il affecte la maturité des cultures, donc la capacité des plantes à faire face aux stress environnementaux, comme la sécheresse et les maladies, il interagit aussi avec d'autres éléments nutritifs, telle que N et K, pour augmenter le rendement des céréales (Bundy et al., 2005). 3.4. Les bactéries solubilisant le phosphate BSP  Les bactéries solubilisant le phosphate sont des bactéries bénéfiques qui est classer parmi les PGPR capable de tourner et hydrolyser les formes inaccessibles inorganique et organique en forme accessible qui se trouve majoritairement dans la rhizosphère (Chen et 

al., 2006). Les BSP jouent un rôle important dans la nutrition du P en améliorant sa disponibilité par la conversion du P insoluble ou lié en forme disponible à l'aide de certains mécanismes (Khan et al., 2009;Sundaram et al., 2016).  Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate constituer une source importante comme agent biofertilisant dans ce domaine d’étude (Sharma et al., 2007). Les microorganismes solubilisant le phosphate (MSP) et leur utilisation comme inoculant augmentent simultanément l'absorption de P par la plante et le rendement de la culture.  Les BSP comprennent les genres Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium et Rhodococcus, sont utilisés comme inoculant du sol pour améliorer la croissance et le rendement des plantes selon (Bhattacharyya et Jha 2012; Pradhan et al.,2014). Les effets bénéfiques de l'inoculation avec microorganismes solubilisateurs de P utilisés seuls ou en combinaison avec d'autres microbes rhizosphériques ont également été signalés d’après (Zaidi et al., 2009). 3.4.1. Mécanisme de solubilisation du phosphore  Les processus impliqués dans la libération du P solide du sol dans la solution du sol sont la dissolution-précipitation, minéralisation et immobilisation a impliqué (Sims et Pierzynski, 2005). Les bactéries du sol assurent la solubilisation du P par le biais de la libération de composés complexant ou dissolvant les minéraux comme les anions d'acides 



Chapitre I   Revue bibliographique    16  organiques, ou la libération d'enzymes extracellulaires comme les phosphatases (Fig.9), (McGill et Cole, 1981). 3.4.1.1. Solubilisation du phosphate minéral  Selon (Whitelaw, 2000;Maliha et al., 2004) ce mécanisme fonctionne grâce à la production d'acides organiques par les microorganismes, qui conduisent à la diminution du pH dans la rhizosphère.   Les acides organiques produits dissolvent directement le P minéral à la suite d'un échange d'anions de phosphate par un anion acide ou peuvent complexer des cations comme Fe, Al et Ça dans la rhizosphère (Omar, 1998). Les acides organiques couramment libérés par les BSP sont l'acide gluconique (Di-Simine et al., 1998; Bar-Yosef et al., 1999), acide oxalique, acide citrique (Kim et al., 1997), acide lactique, acide tartrique et acide aspartique  (Venkateswarlu et al., 1984). 3.4.1.2. Solubilisation du phosphore organique  Minéralisation du P organique du sol qui constitue 4 à 90 % du P total du sol, joue un rôle important dans le cycle du P dans un système de production agricole (Khan et al., 2009). La minéralisation des composés organiques du P dépend principalement de leur propriétés physico-chimiques et biochimiques, les acides nucléiques, les phospholipides et les phosphates de sucre sont les plus facilement minéralisée que l'acide phytique, les polyphosphates et les phosphonate. Les composés organiques du P du sol sont associés aux particules d'argile est facilement minéralisés car une fraction d'entre eux est accessible pour une utilisation microbienne rapide (Ruback et al., 1999).         



Chapitre I   Revue bibliographique    17             Figure 9 : Diverses substances organiques/inorganiques produites par les PSB responsables de la solubilisation du phosphate dans le sol (Gangwar et al., 2017). 3.5. l’interet des BSP dans l’agriculture   Récemment, l’utilisation des bactéries bénéfiques et les BSP comme biofertilisants en agriculture a connu une ampleur majeure, à cause de leur rôle clé dans la dynamique du P du sol et sa disponibilité pour les plantes, et constitue une alternative prometteuse à l’utilisation massive d’engrais chimiques (Yang et al., 2009), l'utilisation des BSP est l'une des options les plus écologiques et naturel pour l’environnement (Vijayalakshmi et al., 2016).      



          CHAPITRE II : Matériels et méthodes  



   Chapitre II Matériel et méthode    18    Matériel et méthodes 1. Objectif de travail  Le but de ce travail est d’isolé et d’identifier des rhizobactèrie solubilisant le phosphate à partir du sol rhizosphèrique et évaluation de leur activité PGP.  Pour atteindre cet objectif, les étapes suivantes ont été réalisées : 
• Échantillonnage. 
• Isolement des BSP à partir des trois compartiments de la rhizosphère. 
• Purification, identification et conservation des isolats. 
• Etude des activités PGP des isolats.  2. Échantillonnage 2.1. Prélèvement des échantillons   Les échantillons du sol ont été collectés de la rhizosphère de différentes plantes à savoir : ail, haricots verts, betterave, courgette dans les régions de Douar Shaibiya de la wilaya de Mostaganem (Fig.10). Les coordonnées cartographiques sont montrées dans le tableau 2 (Tab.2), le prélèvement a été effectué le 20 avril 2022 après-midi.            Figure 10 : Carte géographique du site d’échantillonnage (Google maps).     



   Chapitre II Matériel et méthode    19  Tableau 2 : Coordonnées cartographique des plantes. Echantillon Plante Coordonnées cartographique A Courgette 36° 08’ 34.05 N 0° 21’ 16.92 E B L’ail 36° 08’ 36.19 N 0° 21’ 17.36 E C Betterave 36° 08’ 34.05 N 0° 21’ 16.92 E D Haricot vert 36° 08’ 34.05 N 0° 21’ 16.92 E   Les cinq premiers centimètres de la couche superficielle du sol ont été enlevés à l'aide d'une spatule stérile, puis des échantillons de sol de 100 à 150 g sont prélevés entre 5 et 15 cm de profondeur (Fig.11) et déposés dans des sacs en plastique stériles, puis transportés au laboratoire pour le reste de travail.             Figure 11 : Prélèvement d’échantillon de sol. 3. Isolement des BSP  La rhizosphère est une zone étroite présente dans le sol à proximité des racines, qui constitue une interface entre les racines des plantes et le sol.  Il est composé de trois compartiments à partir des quel l'isolement a été fait. 3.1. Milieu de culture utilisé   Le milieu de culture utilisé pour isolement est la gélose Pikovskya (PVK) (Annexe 1).   



   Chapitre II Matériel et méthode    20  3.2. Isolement  Des solutions mères ont été préparé à partir des trois compartiments de la rhizosphère : l’ectophyte, l’épiphyte et l’endophyte. Suivant ce protocole :  
• Pour l’ectophyte une solution mère a été préparé par dissolution de 10g du sol dans un flacon qui contient 90ml de l’eau physiologique, bien mélangé avec un vortex, ensuit le mélange a été utilisé pour faire des dilutions décimales ensuite 0,1ml des deux dernières dilutions (10-5 et 10-6) ont été utilisé pour ensemencé en surface des boites de pétri contenant la gélose PKV (Fig. 12) (LIU et al., 2011). 
• Concernant la partie épiphyte, les racine ont été coupée d’une manière aseptique après être rincée avec l’eau du robinet a des tailles qui varie entre 2-5mm, puis placée dans des tubes qui contint de l’eau physiologique ensuite bien agité au vortex. Le mélange a été utilisé pour faire des dilutions décimales. La solution mère et la dilution 10-1 ont été utilisées pour ensemencer en surface la gélose PKV (Fig.12) (Dasri1 et al., 2014). 
• Les racines ont été coupées a des petites tailles pour l’isolement de l’endophyte puis rincée avec l’eau de robinet, stériliser avec l’éthanol pour 2 minute et rincée trois fois avec l’eau stérile, puis ont été broyées a des petites tailles à l’aide d’un mortier, ensuit le mélange a été utilisée pour faire des dilutions décimales ensuit le mélange a été utilisée pour faire des dilutions décimales. La solution mère et la dilution 10-1 ont été utilisées pour ensemencer en surface la gélose PKV (Fig. 12) (Furini, 2015).   L’incubation a été faite à 30°C pendant 7jours.               



   Chapitre II Matériel et méthode    21   A                B                                 .        C                    Figure 12 : Schéma représentatif de l’isolement. A: ectophye, B: epiphyte, C: endophyte 



   Chapitre II Matériel et méthode    22   Apres incubation, les isolats ayant présenté un halo clair ont été repiquer par la méthode de strie d’épuisement sur des boites de pétri coulée avec le milieu de culture gélose nutritif GN (annexe 1), puis ils ont été incubés à 30°C pendant 24h, l’opération a été répété jusqu’à l’obtention des colonies pures. 3.3. La conservation des isolats   La conservation des isolats a été faite dans des tube contenant GN incliné à 4°C (El Karkouri., et al., 2019). 4. Identification et caractérisations des isolats  Les caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques des rhizobactéries isolées ont été déterminées par des méthodes classiques. 4.1. Caractérisations macroscopiques  L’observation de l’aspect macroscopique des colonies isolées permet d’effectuer une première caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l’identification sur les éléments suivant : la taille et la forme des colonies, la couleur des colonies, l’élévation, l’opacité et la surface des colonies étudier. (Joffin et Leyral, 2006). 4.2. Caractérisation microscopique  La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet de distinguer les bactéries à Gram positif des bactéries à Gram négatif sur la base de la structure de leur paroi cellulaire et leur forme, cet examen a été fait sur des frottis minces préparés à partir de colonies de chaque isolat obtenu. Ces frottis sont colorés, après observée à l’aide d’un microscope optique à grossissements (x100), les bactéries Gram-positif apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries Gram-négatif sont colorées en rose (Annexe 2). 4.2.1. Test de sporulation  Ce test a été réalisé pour les isolats ayant présenté des forme bacille et de Gram +. Pour le faire, un traitement thermique a été effectué à 80°C /10min, puis des frottis ont été préparée, ils ont été recouvrés par le vert malachite à 0,5% chauffer pour quelque minutes (répète pour 2 ou 3 fois), en suite laver avec l’eau distille et colorer par la fushine (Annexe 2). La coloration des spores facilite et permet de préciser la forme de la spore et sa position dans le sporange les cellules végétatives apparaissent colorées en rose et confirmé si la bactérie est Bacillus (Delarras., 2014). 



   Chapitre II Matériel et méthode    23  4.3. Caractérisation biochimiques 4.3.1. Type respiratoire   Les isolats ont été ensemencée par piqûre central spiral sur des tubes contenant la gélose viande foie VF (semi-solide à 45°C) (Annexe 1), puis incubée à 30°C pendant 24-48h, le mode de croissance indique le type respiratoire de la bactérie (Fig.13), (Delarras, 2014).      Figure 13 : Types respiratoires des bactéries (A : aérobie strict B : aéro-anaérobie, C : anaérobie strict).  4.3.2. Test Mannitol mobilité   Les tubes de mannitol ont été inoculée par piqûre centrale avec une pipette pasteur stérile et incubés à 30°C pendant 24 heures, l'utilisation du mannitol (Annexe 1) est mise en évidence par un changement de couleur de pH du rouge au jaune et la mobilité se manifeste par un trouble toute autour de la piqure centrale (Joffin et Leyral, 2006). 4.3.3. Recherche de la catalase  La révélation de la catalase qui est une enzyme qui dégrade l’eau oxygénée (H2O2) en eau métabolique (H2O) et oxygène (O2), en déposant sur une lame en verre propre une colonie bactérienne en présence de H2O2. Une réaction catalase positive se traduit par l’apparition de bulles, suite au dégagement gazeux d’oxygène (Lévy et al.,1992). 4.3.4. Recherche de l’oxydase  C’est une enzyme qui intervient dans divers couples d’oxydoréduction, l’enzyme recherchée est la phényle-diamine-oxydase. Pour cela, un disque d’oxydase est déposé sur une lame, il est imbibé avec une goutte d’eau physiologique stérile, puis une partie de la 



   Chapitre II Matériel et méthode    24   colonie à étudier est étalée, une coloration violet foncé apparait immédiatement sur le disque indiquant une oxydase positive, l’absence de coloration indique que l’oxydase est négative (Flandroits et Chomarat, 1988).    5. Evaluation des activités PGP  Nous avons sélectionné les isolats ayant présenté un halo clair sur gélose PVK qui indique leur capacité de solubiliser le phosphate pour les analyser et mettre en évidence leurs activités PGP. 5.1. Réactivation des isolats  Pour la réactivation des isolats, ils ont été ensemencés dans des boites pétri contenant la GN, et incubés à 30°C pendant 24h, les cultures ont été utilisée pour préparer l’inoculum des différents test (fig.14).        Figure 14 : Schéma représentatif de la réactivation des isolats. 5.2. Évaluation de la production de l’Acide Indole Acétique (AIA)  Après la réactivation des isolats les inoculum (DO=0,8) des isolats ont été inoculée dans des flacons contenant 50ml du milieu de culture LB (Annexe 1) additionné de 0,1 g/L-1 de L-tryptophane et incubé à 30°C pendant 5 jours sous agitation constante (à 160rpm). Ensuite 5 ml de chaque culture a été transféré dans des tubes et centrifugée à 6000 rpm pendant 20 minutes, puis 1ml du surnageant a été transféré dans des tubes contenant 2ml du réactif de Salkowski(Fig.15).(Annexe 3),(Boubekri, 2021)  Les lectures des résultats ont été effectuées à 530 nm, en utilisant un spectrophotomètre (JENWAY 6760), une couleur rose rougeâtre indique la production de l'Acide Indole-



   Chapitre II Matériel et méthode    25  Acétique. Pour établir une courbe standard d’étalonnage (Annexe 4), une solution commerciale d'AIA a été utilisée.              Figure 15 : schéma représentatif de la technique de l’AIA.  5.3. Fixation de l’azote   Après la réactivation des isolats, selon le protocole de (Park et al., 2004) pour montrer les bactéries fixatrices de l’azote, l’inoculum (DO=0,8) a été utilisé pour ensemencée un milieu exempt d’azote Burk’N-free (Annexe 1) additionné par 20mg/l de Blue de bromothymol, et incubée à 30C° pendant 48h, la croissance des bactéries sur ce milieu affirme la capacité de ces derniers à fixer l’azote. (Park et al., 2004). 5.4. Solubilisation du phosphate   Après la réactivation des isolats, une colonie a été utilisé pour ensemencer par touche centrale sur des boites pétri contenant le milieu de culture PVK et incubée à 30°C pendant 7jours (Pikovskaya, 1948), les colonies formant des halos ont été enregistrées comme résultats positives.  L'indice de solubilisation a été calculé comme le rapport entre le diamètre total (colonie + halo) et le diamètre de la colonie (Kumar et Narula, 1999). ES = ����è���	 �� 	������	����� � ����è���	 �� ����		��������è���	 �� ����		����  x100 



   Chapitre II Matériel et méthode    26  5.5. Production de l’HCN Après la réactivation des isolats, la capacité des BSP à produire du l’acide cyanhydrique a été testée pour chaque isolats, l’inoculum (DO=0,8) de chaque isolat a été  utilisé pour ensemencer la surface de milieu de culture (LB) (Annexe 1 ) additionné de 4,4 g/L de glycine, en plaçant sous les couvercles de chaque boîte de Pétri un papier filtre Whatman inondé par (une solution d'acide picrique à 0,5% dans  carbonate de sodium à  2%) (Annexe 3), scellées avec du para film et incubée à 30°C pendant 96h, un changement de couleur du  jaune au orange/rouge sur le papier filtre Whatman indique une production positive (Ajit et al., 2015). 5.6. Solubilisation du zinc   Après la réactivation des isolats, une colonie a été utilisé pour ensemencer par touche centrale sur des boites pétri contenant le milieu de culture Bunt et Rovira BR (Annexe 1), et incubée à 30°C pendant 5jours, la croissance a été observée par la formation d’un halo autour des colonies formée (Javed et al., 2018).  L'indice de solubilisation a été calculé comme le rapport entre le diamètre total (colonie + halo) et le diamètre de la colonie (Sadiq et al., 2014). ES = ����è���	 �� 	������	����� � ����è���	 �� ����		��������è���	 �� ����		����  x100        6. Analyse statistique  Les résultats de différents paramètres ont été réalisés en triplicata et traités par analyse de variance par l’utilisation de logiciel STATBOX 6.4, suivie d’une comparaison des moyennes deux à deux par le test Newman & Keuls.        



          CHAPITRE III : Résultats et discussion  



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   27  1. Résultats   Le travail présenté dans ce mémoire porte sur l’identification des différents isolats bactériens isolés à partir de la rhizosphère de quatre variétés de plantes, la première c’est une caractérisation basée sur l’aspect macroscopiques, microscopiques et les caractères biochimiques, la deuxième partie consiste à faire une évaluation de certains caractères PGP. 1.1 Isolement et identification des isolats  Apres incubation à 30°C pendant 72h sur le milieu d’isolement (PVK), 14 isolats ont été sélectionnés après avoir présentés des halos.   L’identification des isolats est basée sur leur étude macroscopique, microscopique et leur caractérisation biochimique (Tab.3).  L’étude macroscopique a révélé des isolats de différents couleurs ; jaune comme VAZ6 et VDY13, blanche VAZ7 et orange VCZ8, l’ensemble des isolats étaient marquée avec une consistance visqueuse et plate à part l’isolat VAZ7 était rigide et plate (Fig.16), (Tab.3).       Figure 16 : Isolement sur gélose PVK.  L’observation microscopique a été faite après coloration de Gram qui nous a permis de différencier les bactéries selon leur forme et leur coloration, tous les isolats observés avaient une forme bacille (100%). Parmi les 14 isolats, 2 isolats (VBY3, VAZ7), (14,29%) ont été gram+ avec une couleur violette, et le reste avec un pourcentage important (85,71%) ont été Gram- avec une couleur rose, telle que (VAY111 et VBY4), (Fig.17), (Fig.18), (Tab.3).  



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   28                    A                                                               B                     Figure 17 : Aspect microscopique (G X100) après coloration de Gram.   A : Gram positive B : Gram négative.       Figure 18 : Pourcentage des isolats de Gram- et Gram+  D’autres teste d’identification des BSP ont été faites par Gupta et al., (2012), où ils ont montré que tous leur BSP ont été Gram-  des colonies plates et de différentes couleurs et de forme bacille. 1.2. Test de sporulation   Après un traitement thermique à80°C /10min, les deux isolats (VBY3 et VBY7) ont été ensemencée en surface sur gélose nutritif, après coloration des spores le cytoplasme s’est coloré en rose par contre les spores en vert (Fig.19).     14%86%Gram + Gram -



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   29       Figure 19 : Observation des spores après coloration. 2. Caractère biochimique Les 14 isolats ont été inoculée sur des tube contenant le gélose VF pour savoir leur type respiratoire par rapport à leur mode de croissance autour de tube, après incubation 2 isolats (VAZ6, VAY12) (14,29%) ont un type respiratoire Aéro-anaérobie facultative, le reste des isolat (85,71%) ont un type Aérobie strict (Fig.20), (Tab.3).                                                                Figure 20 : Le type respiratoire de quelques isolats.  La recherche de l’oxydase est parmi les tests biochimique d’identification des isolats, les résultats de ce test ont montré que (64,28%) des isolats sont oxydase+ telle que (VBY1, VDZ10), et (35,72%) (Fig.21) sont oxydase- telle que (VAZ7, VBY4), (Fig.22), alors la majorité des isolats sur lesquelles nous travaillons possèdent l'enzyme respiratoire (cytochrome oxydase).    



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   30        Figure 21 : Pourcentage des isolats qui possèdent l’enzyme respiratoire.      Figure 22 : Résultats positive de test d’oxydase.  Le test catalase a monté que (78,57%) des isolats étaient catalase+ telle que (VDZ9, VDZ10), par contre 21,43% des isolats étaient catalase- telle que (VBY2 et VBY3) (Fig.23), (Tab.3).  La formation des bulles d’air indique que les bactéries possèdent l’enzyme de la catalase et donc de pouvoir décomposer le peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau (H2O) ainsi qu’en oxygène (O2) (Fig.24)  Figure 23 : Pourcentage des isolats qui possèdent l’enzyme de la catalase.  78,57%21,43%Recherche de la catalaseCatalase + Catalase -64,28%35,72%Recherche de l'oxydaseOxydase + Oxydase -



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   31         Figure 24 : Réaction de test de catalase positive. 2.1. Test Mannitol Mobilité   Les isolats ont été inoculée sur des tube contenant le milieu de culture Mannitol pour mettre en évidence la mobilité des bactéries qui se manifeste par un trouble autour de la piqûre centrale, on a observé un changement de couleur de pH au jaune sur 9 tubes (64,29%), qui se traduit par la fermentation du glucose, et 8 isolats (57,14) ont été marquée mobile (Fig.25), (Tab.3).      Figure 25 : Le changement de couleur du rouge vers orange (VAY111).  D’autres teste d’identification des BSP ont été faite par Baliah, et al., (2016), ont montré que tous leur BSP isolé ont été Gram-, et des formes Bacille. 
  Concernant les tests d’identification des BSP de Gupta et al., (2012), ont montré que tous leur BSP isolats ont été oxydase-, et catalase+, ils ont identifié leurs isolats comme 
pseudomonas.    



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   32  Tableau 3 : caractères macroscopique, microscopique et biochimiques des isolats.  Isolat Aspect Macroscopique Aspect Microscopique (Forme)  Gram Type Respiratoire  Oxydase  Catalase  Mannitol  Mobilité VBY1 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + - - - VBY2 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + - + + VBY3 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille sporulé + Aérobie strict + - - + VBY4 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict - + + + VAZ6 Colonie jaune,                                                   visqueuse, plate Bacille - Aéro-anaérobie facultative - + - + VAZ7 Colonie blanche, rigide, plate Bacille sporulé + Aérobie strict - + + + VCZ8 Colonie orange, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict - + + + VDZ9 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + + - - VDZ10 Colonie blanche, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + + + + VAY12 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aéro-anaérobie facultative - + + + VDY13 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + + + - VBZ14 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + + + - VAY110 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict + + - - VAY111 Colonie jaune, visqueuse, plate Bacille - Aérobie strict - + + -       



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   33  3. Evaluation de l’activité PGP 3.1. Évaluation de la production de l’Acide Indole Acétique (AIA)  Pour mettre en évidence la production de l’acide Indole acétique (AIA), les 14 isolats ont été inoculée sur milieu de culture LB additionnée de Tryptophane, l'apparition d'une couleur rose après l'ajout du réactif de Salkowski indique un résultat positif (Fig.26),  ,     Figure 26 : Production de l’AIA pour quelque isolat.   L’analyse de la variance a montré un effet hautement significatif du facteur isolat sur la production d’AIA (P = 0) (Annexe 5).  La comparaison des moyennes deux à deux par le test de Newman & Keuls, a montré une production maximale chez les 2 isolats VBY1 et VBZ14 avec des valeurs de 12,33a±0,3 et 12,99i±0,2 respectivement, une production moyenne a été observé chez les 9 isolats VBY2, VBY3, VBY4, VAZ7, VCZ8, VDZ9, VDZ10, VAY12, VDY13 avec des valeurs variant de 6,71k ±0,20 à 10,71f±0,20, et une production minimale chez les 3 isolats VAZ6, VAY110, VAY111 avec des valeurs de 6,98e±0,2, 4,30j±0,1, 6,71k±0,2 respectivement (Tab.4) (Fig.27).       



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   34          Figure 27 : Histogramme des quantités d’AIA produites par les 14 isolats.   Des résultats similaires ont été mentionné par Chaiharn, et Lumyong (2011), qui ont trouvé qu’environ 80% des bactéries de la rhizosphère peut secréter l’AIA.  D’autres tests ont été faite par Elhaissoufi.W et al., (2020) qui ont marqué des taux de production d’AIA qui varient entre 10.46 et 36.41µg/ml−1, ce qui est en accords avec nos résultats.   La capacité à synthétiser l'AIA est une activité commune aux bactéries rhizosphériques, (Shao et al.,2015). La production d’AIA rend les PSB plus adaptés comme biofertilisants (Koo et Cho., 2009).  3.2. Fixation d’azote   Pour mettre en évidence la fixation d’azote par les isolats, ces derniers ont été ensemencée sur le milieu de culture Burk’ N-free aditionnée par 20mg/l de bleu de bromothymol, après incubation nous avons observé un changement de couleur vers le bleu c’est-à-dire le changement du pH de milieu, et une croissance des colonies sur toutes les boites ensemencées de tous les isolats (Fig.28), (Fig.29), (Tab.4), qui nous montre qu’ils ont la capacité de fixer l’azote. Le changement du couleur indique l’augmentation de pH suit à la formation de NH4+ issue de la fixation d’azote. 



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   35    Figure 28 : Pourcentages de la fixation d’azote par les isolats.                              Boite contrôle                                      Résultats positif      Figure 29 : Le changement de la couleur pour la fixation d’azote (VAZ7).   Des travaux similaires sur les bactéries fixatrices d’azote ont été faits par Aouane et Hamani, (2017) qui ont indiqué qu’environ 70% des bactéries rhizosphérique ont la capacité de fixer l’azote, ce qui est en accords avec nos résultats.  L'azote est l'élément le plus important pour la croissance et le développement des plantes ce qui améliore la productivité végétale, mais il n’est pas disponible d’une façon directe pour l’utilisation (Ahemad et Kibret, 2013), c’est pourquoi les PGPR sont important pour la fixation d’azote (Vessy, .2003).    100%Fixation d'azoteFixation d'azote



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   36  3.3. Solubilisation du phosphate  Pour mettre en évidence les bactéries qui ont la capacité de solubiliser le phosphate, les 14 isolats ont été ensemencée sur le milieu de culture PVK, après incubation, l’apparition d’un halo est marquée comme indicateur positif, les résultats montrent que la majorité des isolats (13 isolats), (92,85%) ont la capacité de solubiliser le phosphate (Fig.30), (Tab.4).       Figure 30 : Observation de quelques isolats qui la capacité de solubiliser le phosphate.  L’analyse de la variance a montré un effet hautement significatif du facteur isolat sur la solubilisation du phosphate (P = 0) (Annexe 5).  La comparaison des moyennes deux à deux par le test de Newman & Keuls a montré une solubilisation maximale chez les 3 isolats VBY3, VDY13, VAY110 (319,33c±40,4, 309,66j±15,2, 349,33k±30,5 respectivement), et une solubilisation moyenne chez les 10 isolats VBY1, VBY2, VBY4, VAZ6, VAZ7, VCZ8, VDZ9, VDZ10, VAY12, VBZ14 (221,33a±32,1, 229,66b±35,1, 210,66d±20,8, 258,33d±28,8, 237,33e±30,5, 188,66f±32,1, 259g±36,0, 199h±45,8, 190i±40, 249k±10 respectivement), et zéro solubilisation chez l’isolat VAY111 (Fig.31), (Tab.4).       



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   37          Figure 31 : efficacité de solubilisation du phosphate par les isolats.  D’autres travaux sur la solubilisation du phosphate ont été faite par M. Gupta et al., (2012), qui ont marquée des efficacités de solubilisation qui varient entre 150 et 340.  D’autres travaux sur la solubilisation du phosphate ont été faite par Fahsi, N. et al., (2021), qui ont utilisé le milieu liquide NBRIP, ou ils ont marqué des taux de la solubilisation qui varient entre 36µg/ml et 278µg/ml. 3.4. Production de l’HCN   Pour mettre en évidence la capacité des BSP à produire l’acide cyanhydrique, les isolats ont été ensemencée sur milieu de culture LB additionné par la glycine, après incubation nous avons remarqué que 2 isolats ont été capables de produire l’acide cyanhydrique VBY4 etVDZ9, par contre les autres isolats était négatif pour le test  (Tab.4), avec un changement de couleur vers orange-marron comme résultats positif (Fig.32). Des travaux sur la production d’HCN ont été faits par Boubekri, K et al., (2021) ou ils ont montré que 11% des isolats ont une productivité importante d’HCN, qui suggère que nos résultats sont similaires et en accords (Fig.33).     



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   38                                Boite contrôle                                               Résultats positif                                       Figure 32 : Le changement de la couleur vers le marron qui indique la production d’HCN.        Figure 33 : Pourcentage de la production d’HCN par les isolats.  3.5. Solubilisation du zinc    Le zinc est un nutriment essential pour la croissance des plantes et leur développement (Hafeez, B et al., 2004), pour mettre en évidence la solubilisation du zinc, les 14 isolats ont été ensemencée sur le milieu de culture BR, après incubation, on a observé l’apparition d’un halo sur 11 isolats (78,57%) telle que (VBY4, VBZ14) (Fig.34), (Tab.4), indiquant un résultat positif.  L’analyse de la variance a montré un effet hautement significatif du facteur isolat sur la solubilisation du zinc (P = 0) (Annexe 5). 11%89%Production d'HCNHCN + HCN -



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   39     La comparaison des moyennes deux à deux par le test de Newman & Keuls a montrer, une solubilisation maximale chez l’isolat VAY12 (699,66g±35,1), et une solubilisation moyenne a été observé chez les 9 isolats VBY1, VBY2, VBY3, VBY4, VAZ6, VDZ9, VDZ10, VDY13, VBZ14 (208,66a±32,1, 299,66b±35,1, 159,66b±25,1, 299,66b±15,2, 238b±26,4, 248e±43,5, 260f33±15,2, 299h,66±25,1, 299h±10 respectivement), et zéro solubilisation chez les 4 isolats VAZ7, VCZ8, VAY110, VAY111, (Fig.35),   D’autre travaux de la solubilisation du zinc ont été faites par Fahsi, N. et al., (2021) où ils ont marqué l’apparition des halos autour des colonies indiquant des résultats positives.   Les PGPR ont la capacité de favoriser l’absorption des micronutriments comme le Zn, dans le sol (Bouain, N. et al., 2014),       Figure 34 : Résultats de la solubilisation du zinc pour quelques isolats (VBY4, VBZ14).         Figure 35 : Histogramme des quantités du zinc solubiliser par les isolats. 



   Chapitre III                                                                               Résultats et discussion   40   D’autres travaux sur la solubilisation du zinc ont été faite par Beulah , et al (2017) qui ont marqué des efficacités de la solubilisation qui varient entre 112% et 382.   Tableau 4 : activités PGP des isolats.    AIA : acide indole -3- acétique SP : Solubilisation du phosphore SZ : Solubilisation du zinc HCN :  Hydro Cyanidric acid N2 : Azote / Nitrogen  Isolat AIA (µg/ml)      SP(ES)            SZ(ES)  HCN  N2 VBY1 12,33a±0,30 221,33a±3,210 208,66a ±32,10 - + VBY2 8,91b ±0,30 229,66b±35,10 299,66b ±35,10 - + VBY3 9,61c±0,30 319,33c±40,40 159,66b ±25,10 - + VBY4 7,85d±0,50 210,66d±20,80 299,66b ±15,20 + + VAZ6 6,98e ±0,20 258,33d±28,80 238b ±26,40 - + VAZ7 9,61e ±0,30 237,33e±30,50 0c ±0,00 - + VCZ8 9,29f ±0,30 188,66f±32,10 0d ±0,00 - + VDZ9 10,71f±0,20 259g ±36,00 248e ±43,50 + + VDZ10 10,19f ±0,30 199h ±45,80 260,33f ±15,20 + + VAY12 9,27g ±0,30 190i ±40,00 699,66g ±35,10 - + VDY13 9,27h ±0,10 309,66j±15,20 299,66h ±25,10 - + VBZ14 12,99i ±0,20 249k ±10,00 299h ±10,00 - + VAY110 4,30j ±0,10 349,33k±30,50 0h ±00 - + VAY111 6,71k ±0,20 0l ±0,00 0h ±00 - + 



           
Conclusion 



41  Conclusion 
  Les BSP jouent un rôle très important pour la croissance et le développement des plantes, leur action est nécessaire pour la disponibilité du P, ce qui augmente et améliore la productivité végétale, tant qu’ils sont communs dans la rhizosphère, leur activité PGP montre un intérêt bénéfique pour l’agriculture, à cause de la favorisation de certain caractère dans la rhizosphère, et donc c’est le meilleur choix contrairement à l’utilisation des engrais.  A travers notre travail nous avons isolé des bactéries solubilisant le phosphate à partir des 3 compartiments de la rhizosphère de 4 plantes de la région de Douar Shaibia - Wilaya de Mostaganem, nous avons sélectionné les isolats ayant montré un halo claire  autour des colonies sur gélose PVK, ensuite des tests d’identification ont été faites, ils nous ont montré que la majorité des isolats sont Gram –, de forme Bacille, de diffèrent couleur et consistance, et de type respiratoire Aérobie strict pour la majorité des isolats,  ce qui suggère une diversité des bactéries, la solubilisation de phosphate de ces isolats a permis de marqué une efficacité de solubilisation  de phosphate allant jusqu’à 349,33k µg/ml pour isolat VAY110, et solubilisation minimale de 188,66fµg/ml chez isolat VCZ8.  L’analyse des résultats obtenus des activités PGP ont montré leur capacité à produire l’AIA a différentes concentrations, allant de 4,30µg/ml chez isolat VAY110 jusqu’à 12,99iµg/ml chez isolat VBZ14, tous les isolats ont été capable de fixer l’azote, 11% des isolats ont la capacité de produire l’HCN et concernant la solubilisation du zinc nous avons remarqué une solubilisation maximale de 699,66µg/ml chez isolat VAY12, et une solubilisation minimale de 159,66µg/ml.  L’ensemble des caractères PGP des divers BSP étudiés dans la présente étude suggèrent que ces microorganismes peuvent favoriser la croissance des plantes par plus d'un mécanisme et que ces activités pourraient être mieux exploitées.  De plus, Il serait intéressant d’étudier autres activité PGP comme l’ACC désaminases, production d’ammoniac, production des sidérophores, et d’identifié les isolats avec l’utilisation de la biologie moléculaires. 
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Annexes 



Annexe 1 : Composition des milieux de cultures 1. Gélose nutritif (GN) :    Peptone ……………………………………………………………………...…………10g  Extrait de viande………………………………………………………………………...3g  Extrait de levure ……………………………………………………………………….. 3g  NaCl……………………………………………………………………………………..5g  Agar……………………………………………………………………………………..18g  Eau distillée……………………………………………………………………..……….1L  pH=7 2. Gélose PVK :  Glucose ………………………………………………………………………………...10g Ca3(PO4)2..H2O…………………………………………………………………….…….5g (NH4)2so4........................................................................................................................0.5g KCl……………………………………………………………………………………..0.2g MgSO4.7H2O………………………………………………………………………..…0.2g MnSO4.7H2O………………………………………………………………………..…0.1g FeSO4.7H2O………………………………………………………………………....0.002g NaCl…………………………………………………………………………………....0.2g Extrait de levure …………………………………………………………………….....0.1g Agar………………………………………………………………………………….…20g Eau distillée ……………………………………………………………………….…….1L PH=7        



3. Milieu Burk’s N-free :  Glucose…………………………………………………………………………………10g KH2PO4……………………….………………………………………………………0.41g K2HPO4 ………………………………………………………………………………0.52g Na2SO4………………………………………………………………………………..0.05g Cacl2……………………………………………………………………………………0.2g MgSO4.7H2O...................................................................................................................0.1g FeSO4.7H2O………………………………………………………………………… 0.005g Na2MoO4.2H2O..........................................................................................................0.0025g Agar...................................................................................................................................15g Eau distillée.........................................................................................................................1L PH=7 4. Milieu LB : Trypton……………………………………………………………..................................10g Extrait de levure ………………………………………………………………………….5g NaCl ……………………………………………………………………………………...5g Eau distillée …………………………………………………………................................1L PH=7 5. Milieu Mannitol-Mobilité :  Peptone trypasique de viande…………………………………………………………….10g Mannitol............................................................................................................................7,5g Nitrate de potassium……………………………………………………………………….1g Rouge de phénol ………………………………………………………...……………..0,04g Agar…………………………………………………………………..……………...……4g Eau distillée…………………….………………………………………………………….1L PH=7,6    



6. Gélose Viande-Foie : Base viande foie ……………………………………………………………………….20g Glucose………………………………………………………………………………….2g Agar……………………………………………………………………………………...6g Eau distillée……………………………………………………………………………..1L PH=7,4 7. Milieu Bunt and Rovira : Glucose…………………………………………………………………………………10g (NH4)2so4...........................................................................................................................1g MgSO4…………………………………………………………………………………0,2g KCl0……………………………………………………………...................................0,2g K2HPO4………………………………………………………………………………..0,1g ZnO……………………………………………………………………………………...1g ZnCl……………………………………………………………………………………..1g Eau distillée……………………………………………………………………………..1L PH=7              



Annexe 2 : Protocol des techniques de coloration  
• Coloration classique des spores bactériennes Réaliser un frottis de la culture bactérienne à étudier, puis - Le recouvrir d’une solution aqueuse de vert malachite à 0,5%, chauffer pendant quelques minutes, sur une platine chauffante, jusqu’à émission de vapeur, rajouter du colorant pendant le chauffage si nécessaire, sans jamais laisser évaporer complétement le colorant. - Laver à l’eau distillée. - Colorer avec de la safranine pendant 30 secondes. Les cellules végétatives apparaissent colorées en rouge, les spores en vert dans leur sporange rouge et les spores libres colorées en vert. 
• Coloration de Gram -Préparer un frottis d’un produit pathologique ou d’une culture bactérienne pure. -Recouvrir le frottis de violet cristal oxalate, laisser agir 1 minute, rincer à l’eau distillée. -Verser le Lugol et le laisser agir pendant 1 minute, rincer à l’eau distillée. -Décolorer à l’alcool à 95°, entre 15 et 30 secondes (selon les auteurs), rincer à l’eau distillée.  -Recolorer avec de la safranine pendant 10 à 30 secondes, rincer à l’eau distille. -Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen.               



Annexe 3 : Les réactifs et solutions  
• Réactif de Solkowski  50 ml d’acide perchlorique à 35% + 1ml de FeCl3 0,5M 
• Solution d’acide picrique  -Carbonate de sodium à 2% dans une solution d’acide picrique à 0,5% -2g de carbonate de sodium + 2g d’acide picrique dans 100ml d’eau distillée.                        



Annexe 4 : Courbes d’étalonnages (HAMOUM, 2017) 
• Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration d’AIA                        



Annexe 5 : tableaux des analyses statistiques (STATBOX 6.4) Tableau 1 : L’analyse de la variance de la production de l’Acide Indole Acétique (AIA).   S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V. VAR.TOTALE            194,368 41 4,741         VAR.FACTEUR 1        194,342 13 14,949 15995,45 0     VAR.RESIDUELLE 1 0,026 28 0,001     0,031 0,33%          Tableau 2 : L’analyse de la variance de la solubilisation du phosphate.    S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V. VAR.TOTALE            265001,6 41 6463,454         VAR.FACTEUR 1        264733,6 13 20364,13 2127,595 0     VAR.RESIDUELLE 1 268 28 9,571     3,094 1,34%  Tableau 3 : L’analyse de la variance de la solubilisation du zinc.   S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V. VAR.TOTALE            1365572 41 33306,63         VAR.FACTEUR 1        1365413 13 105031,8 18539,89 0     VAR.RESIDUELLE 1 158,625 28 5,665     2,38 1,11%    
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