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Résume

La capacité des bactéries a solubiliser le zinc est un caractere crucial pour la nutrition
des plantes, jouant un réle essentiel dans I'apport de ce micronutriment. Cette étude vise a isoler
des bactéries capables de solubiliser le zinc et a identifier leurs caractéristiques impliquées dans

la promotion de la croissance des plantes.

37 isolats bactériens ont été isolés a partir de la rhizosphere de diverses plantes (féve,
fraise, oignon, betterave, petit pois) dans la région de Mostaganem. Parmi eux, 25 isolats ont
démontré une capacité a solubiliser le zinc sur le milieu Bunt et Rovira modifié avec de I'oxyde
de zinc comme seule source de zinc. La sélection de ces isolats s'est basée sur la formation
d'halo clairs, le maximum de solubilisation de zinc a été observé chez l'isolat Wz2 avec une
efficacité de 632 £ 252 pg/ml. Les isolats ont ensuite été évalués pour des activités de promotion
de la croissance de plantes telles que la solubilisation des phosphates, et la production d'acide
indole acétique (AIA) et la production de I’acide cyanhydrique (HCN). Les résultats montrent
que la majorité des isolats présentent des capacités de solubilisation des phosphates par des
concentrations de 79.17 £1.00 pg/ml jusqu'a 32.3 + 0.9 pug/ml et de production d'AlA avec des
concentrations de 24.33 £ 0.037 a 2.63 £ 0.048 pg/ml.

Mots-clés : Bactéries solubilisatrices du zinc, phosphate, AIA, HCN



Abstract

The ability of bacteria to solubilize zinc is a crucial trait for plant nutrition, playing an
essential role in providing this micronutrient. This study aims to isolate bacteria capable of

solubilizing zinc and to identify their characteristics involved in promoting plant growth.

37 bacterial isolates were obtained from the rhizosphere of various plants (broad bean,
strawberry, onion, beet, pea) in the Mostaganem region. Among them, 25 isolates demonstrated
the ability to solubilize zinc on a modified Bunt and Rovira medium with zinc oxide as the sole
zinc source. The selection of these isolates was based on the formation of clear halo zones and
colony diameter, with the maximum zinc solubilization observed in isolate Wz2 with a
concentration of 632 = 252 ug/ml. The isolates were then evaluated for plant growth-promoting
activities such as phosphate solubilization and the production of indole acetic acid (IAA) and
hydrogen cyanide (HCN). The results show that the majority of isolates possess phosphate
solubilization capacities with concentrations ranging from 79.17 + 1.002 to 32.3 + 0.9 pg/ml
and IAA production with concentrations from 24.33 £+ 0.037 to 2.63 + 0.048 pg/ml.

Keywords: Zinc-solubilizing bacteria, phosphate, IAA.
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Introduction



Introduction

Sur terre, les microorganismes ont colonisé a peu prés tous les écosystémes, la
rhizospheére, qui est la partie du sol entourant les racines vivantes, est un milieu extrémement
complexe ou s’opérent de multiples interactions entre la plante, le sol et les organismes
telluriques, son volume est variable selon le développement racinaire : il représente entre 0,1
et 1% du sol global des écosystémes forestiers et pres de 100% des premiers centimétres des
sols (Bapiri et al, 2009).

La rhizosphére présente des propriétés structurales (porosité-agrégation) et des
caractéristiques physico-chimiques singuliéres (pH, minéraux, potentiel hydrique). Quant a la
composante biologique, des études montrent une densité et une activité microbienne a
proximité des racines particuliérement intenses, en comparaison au sol non rhizosphérique
(Lynch et Whipps, 1990). Cette microflore se compose majoritairement de bactéries, de

champignons, de protozoaires et d’algues unicellulaires (Subba Rao, 1999).

Le zinc est un micronutriment essentiel a la croissance et le développement des plantes. Le
zinc se présente sous la forme d’un ion libre qui augmente la vitesse de nombreuses réactions
métaboliques des plantes. Il joue un role essentiel dans la biosynthese d’AIA a travers la
formation de tryptophane, le précurseur de I’AIA. Habituellement dans 1’absence d’AlIA, la
croissance des plantes est rabougrie. Le zinc est également impliqué dans le contrble de
I’expression de certains geénes et il semble avoir un role important dans la stabilisation de
I’ARN et la structure d’ADN et le maintien de I’activité des enzymes dégradantes de ’ARN
(Beulah J et al. 2017).

Une carence en Zn entrainera une inhibition des activités physiologiques et biochimiques des
plantes conduisant & une croissance anormale. La carence en zinc augmente aussi la fuite a
travers la membrane des enzymes contenant du zinc et qui sont impliqués dans la
détoxification des membranes des radicaux oxygénés. Les PGPR constituent un groupe
diversifié de bactéries qui peuvent étre dans la rhizosphere, a la surface des racines ainsi
qu’en association avec les racines (Maheshwari et al, 2012 ; Ahmad et al, 2008). Il a eté
démontré que ces bactéries du sol améliorent la santé des plantes ou augmentent le rendement

peuvent également mobiliser les micronutriments comme le Zn et le Fe.



La bio-fortification est le processus par lequel la qualité nutritionnelle des cultures vivriéres
est améliorée par des pratiques agronomiques, la sélection vegétale conventionnelle ou de la
biotechnologie moderne. Ainsi, la bio-fortification est une approche visant a augmenter la
biodisponibilité de micronutriments tels que le Zn et le Fe dans les Introduction cultures de
base de région speécifique (Stein, 2010). Par conséquent, cette étude a pour objectif
d’examiner les PGPR ayant la capacité de solubiliser le Zn indigéne et d’améliorer son

accumulation dans la partie comestible de la culture.

Pour atteindre ces objectifs, le plan travail suivant a été réalisé :

1) Isolement des bactéries solubilisatrices du Zn a partir des sites différents de la rhizosphere.
2) Etude des caracteres morphologiques et biochimiques des isolats sélectionnés.

3) évaluation du potentiel PGP des bactéries solubilisatrices du Zn sélectionnées.
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Chapitre I : Revue Bibliographique

I. Revue Bibliographique

1.1. Le sol :

Le sol est défini comme étant une entité naturelle vivante et dynamique sur la surface de
la terre, il est composé de solides (organique et minérale), liquides et gazes, présentant au
moins 1’'un des deux caractéres suivants :

o Composé de couches qui se différencient par leurs matieres premieres suite a des

ajouts, des pertes ou des transformations de maticre et d’énergie.

o Capacité a supporter les plantes enracinées dans un environnement naturel (Osman,

2013).

Le sol constitue le support de vie d’une trés grande variété d’organismes vivants en
interactions continues (plantes, vers, nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons,

eubactéries, archaea, etc) (Scow,2004).

1.2. La rhizosphére
1.2.1. Définition

Le mot rhizosphére a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Hartmann et al, 2008). Il est
composé de deux mots :
e Rhizo: Vient du grec Rhiza signifiant racine (Lombi et al, 2001)
e Sphére : Qui vient du latin Sphaera ou du grec ancien Sfaira (signifiant balle)
oIl définit le champ d’influence du systéme racinaire (Bowen et Roriva, 1991).

Lorenz Hiltner a définit, en 1904, la rhizosphere comme étant « la partie du sol qui
entoure immédiatement les racines de la plante » (Prescott et al, 2007). Elle constitue ainsi un
lieu d’échange entre le végétal et le minéral; c’est un milieu complexe aux multiples
interactions (Lynch, 1990).

Aujourd’hui, ce terme de rhizosphére correspond a une définition plus générale :

« C’est le volume de sol soumis a I’influence de I’activité racinaire » (Darrah, 1993). Ce
volume de sol varie avec la nature des plantes, la densité du systeme racinaire, ses propriétés
de surface et les propriétés physicochimiques du sol (Abhilash et Singh, 2009).
Il existe trois composantes distinctes reconnues dans la rhizosphére (figure 1) :
La rhizospheére, qui est la zone du sol influencée par les racines grace a la libération de
substrats qui affectent 1’activité microbienne.
2. La rhizoplane, qui est la surface de la racine, y compris les particules du sol adhérant

fortement.
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3. Laracine elle-méme (endorhizosphére), est une partie du systéme racinaire, parce que
certains micro-organismes endophytes sont capables de coloniser les tissus racinaires
internes (Bowen et Rovira, 1991).

Un grand nombre d’organismes microscopiques tel que les bactéries et les algues
coexistent dans la rhizosphére, cependant, les bactéries sont le groupe le plus abondant
dans cette partie de I’environnement de la plante, et il est fort probable qu’ils influencent

grandement la physiologie de la plante.

ENDORHIZOSPHERE
r A

Poil absorbant

RHIZOPLAN

Stele (xyleme et phloeme)

Endoderme
ECTORHIZOSPHERE ;:. Cortex
‘ :
Mucigel e Epiderme

(mucilage végétal e
TR Ao Coiffe

et microbien)
Sol
rhizosphérique

Exsudats __f

B\ v, 1)
: % < X
Mucilage végétal / i
Cellules mortes dé ———————gy :uQ-::_O

la coiffe

Figure 1 : Représentation schématique des différentes zones de la rhizosphere (Lepinay,
2013).
1.2.2. Les activités rhizosphériques

Des phénomeénes écologiques particuliers se produisent au niveau de la rhizosphere.
En effet, les racines liberent beaucoup de matieres organiques sous forme de mucilage,
d’exsudats et plus de 40% des produits de photosynthése passent au niveau du systeme
racinaire (Soufiane, 1989). L’exsudation ; ce terme est souvent employé abusivement comme
synonyme de rhizodéposition. Elle désigne en fait la diffusion passive hors des cellules de
composés solubles de faible poids moléculaire, par exemple des sucres ou des acides aminés,
qui sont rapidement metabolises par les microorganismes (Davet, 1996 ; Aouar, 2012). Les
exsudats racinaires représentent un élément clé dans les échanges entre la plante et les
rhizobactéries, dont la densité et la diversité est en liaison directe avec la nature et la quantité
des exsudats racinaires, cette influence se manifeste par une modification de la croissance de

la plante (Lemanceau, 1992).
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1.3. Les rhizobactéries

Les bactéries de la rhizosphére, dites rhizobactéries, sont capables de coloniser
I’intérieur ou I’extérieur de la racine de nombreuses especes de plantes et peuvent étre
diviséentre celles qui forment une relation symbiotique avec la plante et celles qui ne le font
pas. (Kloepperet al., 1989).

Elles sont généralement trés compétitives capables de coloniser le systeme racinaire
riche en éléments nutritifs (Peter et al. 2015) et sont des hétérotrophes typiques nécessitant
des composés organiques comme source d’énergie, leurs besoins sont entierement comblés a
I’intérieur méme de la rhizosphére (Campbell et Greaves, 1990). Quand elles émettent des
substances favorisant la croissance des plantes tout au long de leur cycle de développement
(Kloepper, 1993), elles sont souvent mentionnées comme des rhizobactéries promotrices de
la croissance des plantes, connues sous le terme RPCP (Beauchamp, 1993), ou bien
(PGPR : Plant GrowthPromotingRhizobacteria) (Kloepperet al., 1989 ; Zahir et al., 2004).

1.3.1. Les Rhizobactéries promotrices de la Croissance des Plantes
(RPCP)

Une partie des bactéries présentes dans la rhizosphére peuvent étre impliquées dans
I’amélioration de la croissance des plantes par divers mécanismes. L’effet stimulateur de ces
espéces bactériennes est connu depuis des décennies et elles ont été introduites dans le sol, sur
les semences ou dans les racines afin d’améliorer la croissance des plantes et de les protéger
vis-a-vis des maladies (Raaijmakerset al, 2002). Le genre Rhizobium, un exemple parmi les
microorganismes favorisant la croissance, et est le groupe le plus largement connu. Il a été
commercialis¢ avec succes avec de nombreuses applications dans 1’agriculture pour le
développement de la symbiose avec les plantes.

Le terme rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (RPCP) a été
initialement utilisé pour décrire uniquement le groupe microbien impliqué dans la lutte
biologique (Kloepper et al, 1980). Ce terme a ensuite été élargi pour englober toutes les
bactéries benéfiques associées aux plantes (Bashan et Holguin, 1998).

Les PGPR forment un groupe hétérogene de bactéries qui peuvent étre trouvées dans
la rhizosphere, a la surface des racines et en association avec les racines, qui peuvent
améliorer, la qualité de croissance de la plante. Elles sont majoritairement composées
d’espéces du genre Bacillus, Streptomyces, Burkholderia, et Pseudomonas et sont considerés
comme inoffensifs pour la plante héte, la densité de leurs population est souvent tres élevés
(108 bactéries/g des racines) (Weller, 1988 ; Lugtenberg et al, 2001).
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La plupart des souches bactériennes exploitées comme agent de contréle biologique
(biocontrol RPCP) appartiennent aux genres Agrobactérium, Bacillus et Pseudomonas (Haas
et Défago, 2005). Beaucoup de recherches se sont concentrées sur ces deux derniers types de
bactéries parce qu’ils sont des colonisateurs communs de la rhizosphére et possédent une
grande activité dans le contrdle biologique de maladies causees par les microorganismes du
sol. lls ont aussi la capacité de produire de nombreux antibiotiques et sont faciles a cultiver ou
a manipuler en laboratoire. De plus, les Bacillus offrent un avantage par rapport aux autres
bactéries en raison de leur capacité a former des endospores résistantes aux conditions

défavorables du milieu (Raaijmakers et al, 2009 ; Cavaglieri et al, 2005).

1.3.1.1. Les activités PGP

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de
maniere directe ou indirecte. Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement les
systéemes racinaires et influencent de maniere bénéfique la plante en stimulant sa croissance
et/ou en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogenes (Haas et Defago.,
2005).

Les modes directs incluent la fixation d‘azote atmosphérique, 1‘apport de nutriments
non disponibles, (phosphore et autres nutriments minéraux), la production de régulateurs de
croissance végétale (auxines, cytokinines et gibbérellines) et la répression de la synthese
d‘éthyléne (Hassen et Labuschagne., 2010). Les mécanismes indirects sont les éliminations
des agents phytopathogénes a travers la compétition pour l‘espace et les nutriments, la
synthése d‘enzymes hydrolytiques, 1‘inhibition des enzymes ou des toxines produites par les
Pathogénes, et 1‘induction des mécanismes de résistance de la plante (Antoun et Prévost.,

2005).

1.3.1.1.1. Effets directs :

L’effet direct de la croissance des plantes peut se produire par plusieurs
processus : L‘azote se trouve fréquemment sous forme gazeuse (N2), inaccessible aux
animaux et aux plantes ou aucune espéce végétale n’est capable de fixer I‘azote
atmosphérique et de I'utiliser directement pour sa croissance (Pujic et Normand, 2009 ;
Arora et al. 2012). Les PGPRs comme Gluconacetobacter diazotrophicus, Azotobacter
Paenibacillus et Azospirillum brasilense sont les plus connus leur réle de stimulation des

plantes grace a leur capacité de fixer 1‘azote atmosphérique qui est transformée en ammoniac
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par un systeme enzymatique complexe connu sous le nom de la nitrogénase (Weyens et al,
2010 ; Arora et al, 2012).

Les PGPR peuvent augmenter les disponibilités des éléments nutritifs tels que le
phosphore, le zinc, le potassium. Les majorités de ces éléments sont insoluble dans le sol et la
plante ne peuvent pas absorber donc les PGPR solubilisent le P, Z et K a forme soluble
devient disponible pour la plante et pour qu’elle assure leur croissance (Glick et al, 2012).
Les PGPR jouent un rdle sur la production des phytohormones soit par inhibition par I’activité
d’enzyme ACC désaminase ou par 1’augmentation des phytohormones par la production de
I’auxine Acide indole acétique et la cytokinine les hormones responsables a 1’¢longation
racinaire (Souza et al, 2015).
1.3.1.1.2. Effets indirects

Les PGPR (bactéries rhizosphériques promoteurs de croissance des
plantes) jouent un réle clé dans la protection des plantes contre les maladies causées
par les agents pathogenes. Leur action de biocontrdle repose sur plusieurs
mécanismes, tels que la production d'antibiotiques comme le DAPG et le HCN, la
compétition pour les nutriments et l'espace, l'activation de la résistance systématique
induite (ISR) chez les plantes, et la production d'enzymes comme les chitinases et
les lysozymes. Les PGPR peuvent également fixer le fer et le phosphore, inhiber la
croissance des pathogenes, et favoriser celle des plantes. En outre, elles peuvent
stimuler I''SR en libérant des molécules qui induisent une résistance chez la plante.
Ainsi, ces rhizobactéries offrent un potentiel pour étre utilisées comme agents de
biocontrole et biofertilisants dans I'agriculture durable.

1.4. Le Zinc
1.4.1. Définition

Le zinc, élément du groupe I1.B du tableau périodique, de masse atomique 65,38
g/mol, posséde une densite élevée de 7,14 g.cm-3. (Finney et Halloran .2003).

Le zinc est un métal ductile, bleu gris, moyennement reéactif, qui se combine avec
I’oxygéne et d’autres non-métaux, et qui réagit avec des acides dilués en dégageant de
I’hydrogene. La teneur moyenne en zinc de la crolite terrestre serait comprise entre 70 et 132
mg/kg. (Richardson et al. 2001).

Le zinc fait partie des €éléments essentiels pour I’homme, les animaux et les plantes. Il

est contenu dans certaines enzymes et il est indispensable pour beaucoup de processus
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biologiques et biochimiques. La limite de toxicité pour I’homme dans 1’eau est assez haute
(30 mg.I-1) par contre, il est trés toxique pour tous les organismes aquatiques (quelques
centiemes de mg.I-1), dépend de la spéciation en solution (Pitter, 1999).
1.4.1.2. Le Zinc dans la plante

Les plantes sont genéralement tres tolérantes aux métaux car elles possedent des
mécanismes de protection qui empéchent le métal d’affecter le métabolisme de la plante. Elle
capterait et séquestrerait aussi les métaux dans les cellules a I’intérieur de vacuoles ouPar des
métallothionéines, des protéines capables de s’attacher aux métaux et de désintoxiquer le
métabolisme végétal (Reichman, 2002). La phytotoxicité du Zn survient lorsque les tissues
vegétaux accumulent en moyenne plus de 300 mg/kg de Zn, variant entre 44 a 5000 mg/kg
selon I’espece végétale testée, la partie de la plante analysée (racines, feuilles, jeunes pousses,

etc.) et la méthode de culture utilisée (Tambasco et al, 2000).
1.4.1.3. Réle du Zinc

Le zinc est indispensable pour la croissance et la reproduction normale des plantes. Cet
¢lément est requis en faible quantité afin de permettre, d’une part, le fonctionnement normal
de plusieurs voies physiologiques des plantes et d’assurer, d’autre part, 1’intégrité structurale
et fonctionnelle des membranes. Le Zn a un réle important dans la régulation de la croissance
des plantes et celle de 1’expression des genes. Il intervient aussi dans les différentes voies
métaboliques telles que Dactivit¢ de phytohormones, la synthése des protéines, la
photosynthese, le métabolisme des glucides, la défense contre les maladies et aussi dans la
fertilité et la production de semence (Sadeghzadeh, 2013).
1.4.1.4. Les mécanismes de solubilisation du zinc

Le zinc est insoluble dans le sol et n’est pas disponible pour 1’absorption par les plantes
(Barbier 1995). La solubilité des sels métalliques est une caractéristique importante du
PGPR, telle que Le composé conditionné devient disponible pour les plantes. Comparaison de
bactérien et fonctionnel La recherche en génomique a ouvert de nouvelles voies pour traiter
Ces causes sous-jacentes Mécanismes au niveau moléculaire et biochimique. De nombreuses
études ont été faites Examiner les mécanismes de solubilité du zinc dans le PGPR.

Le PGPR est différent les mécanismes de dissolution des nutriments dans le sol, ¢’est a-
dire par des réactions d’échange, Chélation, libération d’acides organiques et acidification
(Chung et al. 2005 ; Hafeez et coll. 2005). Le mécanisme de mobilisation fer-zinc est
susceptible d’inclure I’acide ferrique Tashkeel (Tariq et al. 2007 ; Burdet al. 2000 ; Wani et

al. 2007 ; Saravanan et coll. 2011) et la production de dérivés de gluconate ou d’acide
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gluconique, par exemple, Acide 2-céto-gluconique (Fasimet al. 2002), acide 5-
cétogluconique (Saravanan et al. 2007) et plusieurs autres acides organiques par PGPR
(Wani et al. 2007 ; Di Simine et coll. 1998 ; Tariq et al. 2007). Le mécanisme le plus préféré

pour dissoudre le zinc Les micro-organismes sont acidifiants.
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1. Matériel et méthodes
11.1. Isolement des rhizobactéries solubilisant le zinc

11.1.1. Echantillonnage

Les échantillons ; petit pois, féve, betterave, oignon, fraise ont été préléve durant le
mois de février dans des différents sites de cultures (Benabdelmalek Ramdane, Hchem, sidi
flag, Mesra) a Mostaganem nord-ouest d’Algérie. Ces prélévements ont été effectuées a une

profondeur de 15 cm placés dans des sacs en plastiques et finalement en suite transporter au

laboratoire pour le reste des tests (figure 02).

Figure 02 :prélevement des échantillons de sol.

11.1.2. Isolement des rhizobactéries

Pour I’isolement des rhizobactéries solubilisant le zinc, 10g de sol ont été mélangés
avec 90 ml d’eau physiologique stérile pour obtenir une solution mere. Ensuite, a I’aide d’une
micropipette, une dilution en série a été réalisée en transférant 1 ml de la solution mere dans 9
ml d’eau physiologique, pour avoir des dilutions de 10~ a10~°. Ensuite, a I’aide de pipette
pasteur, 0.1 ml des dilutions 107*a10~%a été prélevés et étalées a la surface du milieu de
culture Bunt and Rovira (Annexe 01), les boites ont été étiquetées par les informations
nécessaire (date, échantillon, milieu) et incubées a 30°C pendant 7 jours pour permettre la

croissance et le développement des colonies bactériennes (Saravanan et al, 2003).

11.2. Purification et conservation des isolats

Les colonies entourées d’un halo de solubilisation ont été isolées et purifiées par la méthode
de strie sur le milieu Gélose Nutritif (Annexe 01). Cette étape visait a obtenir des cultures

pures de chaque isolat (Bapiri et al, 2012). Pour conserver les isolats, ils ont été ensemences
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dans des tubes contenant le milieu G.N inclinée, les tubes ont été incubé a 30°c pendant 24h.

Apres I’incubation, les isolats ont été mis dans un frigo a 4°C (Smith et al, 2012).

11.3. Caractérisation des isolats

11.3.1. Caractérisation macroscopique

L’observation macroscopique consiste a observer et analyser les caractéristiques visibles a
I’ceil nu des colonies bactériennes cultivées sur G.N. Cela comprend des aspects tels que la
taille, la forme, la couleur et d’autres aspects. L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé
de la durée et la température et I’incubation. Il ne pourra étre décrit convenablement qu’a

partir des colonies bien isolées (Atlas et al. 2010).

11.3.2. Caractérisation microscopique

11.3.2.1. Coloration de gram

Technique utilisée pour différencier les bactéries en fonction de la structure de leur
paroi cellulaire et pour identifier les déférentes formes des bactéries. Les étapes de cette ont
été ensuite, Fixation des bactéries sur des lames de verre en les chauffant 1égérement ensuite,
application de la solution de cristal violet sur chaque préparation et laissée en contact pendant
une minute ensuite, rincage des lames a I'eau pour éliminer I'excés de colorant. Ensuite,
application de la solution d'iodure de potassium (lugol) sur chaque lame et laissée agir
pendant une minute supplémentaire. Ringage a nouveau des lames a I'eau. Décoloration en
ajoutant de l'alcool pendant quelques secondes jusqu'a ce que plus de colorant ne s'écoule.
Rincage rapide a I'eau pour stopper la décoloration. Application de la solution de fuchsine sur
chaque lame pendant une minute pour contre-colorer. Rincage a nouveau des lames a I'eau
pour éliminer I'excés de fuchsine. Enfin, Observation au microscope pour noter la coloration
des bacteries (Gram, 1884).

11.4. Tests biochimiques

11.4.1. Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez les bactéries aérobies strictes et anaérobies

facultatifs. Elle décompose le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene qui se dégage.

H,0, + catalase = H,O + %2 O,
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Une goutte de peroxyde d’hydrogéne a été déposée sur une lame propre. Des colonies
bactériennes ont mélangé avec le peroxyde d’hydrogéne. Un dégagement gazeux abondant
sous forme de mousse ou de bulles traduit la décomposition de di oxygeéne : le test catalase et

positive et s’il n’ya pas de bulles : le test catalase est négatif (Delarras, 2007).

11.4.2. Test d’oxydase

Ce test a été réalisée pour identifier les bactéries qui possédent I’enzyme cytochrome
¢ oxydase, une plaque d’oxydase préparée a été utilisée pour évaluer la présence de cet
enzyme chez les bactéries testées. L’identification des bactéries a été réalisée par

I’observation de la couleur des bactéries sur la plaque (Bendoukhane et Djaafer, 2016).

I1.5. Test de solubilisation du zinc :

Les isolats bactériens purifiés ont ensuite été soumises a des tests qualitatifs pour
évaluer leur capacité a solubiliser le zinc. Ce test a été réalisée en cultivant les souches pures
par technique de spot sur le milieu BR, les boites ont été devisées sur quatre coté chaque cotés
porte un code d’isolat. Les boites ont été incubées a 30°c pendant 5 jours (Sharma et al

2014). La capacité de la solubilisation a été mesurée par la formule suivante :
Es = (DS /DC)*100

ES : efficacité de solubilisation.
DS : diametre de solubilisation.
DC : diamétre de colonie.

11.6. Evaluation des activités PGP
11.6.1. Solubilisation de phosphate
11.6.1.1. Test qualitatif sur milieu Pikovskaya

Ce test a été réalisée en cultivant les isolats purs par technique de spot sur le milieu PVK
(Annexe 01) contenant le Caz(Po4). comme seule source de phosphate insoluble, les boites
ont été devisé sur quatre, chaque cotés porte un code d’isolat. Les boites ont été incubées a
30°c pendant 5 jours. La solubilisation du P complexé est mise en évidence par 1’apparition
d’un halo clair autour de la colonie. La capacité de solubilisation des isolats a été estimee par
mesure du diametre total (le diametre du halo + le diamétre de la colonie) pour chaque colonie
(Ravindra Naik et al, 2008).

Par la formule suivante :

~ 14 ~



Chapitre II : Matériel et méthode

Diameétre d’ halo (mm) — Diameétre de la colonie (mm
Es = (mm) (MM).100

diametre de la colonie (mm)

11.6.1.2. Test quantitatif sur milieu NBRIP

1 ml de la culture bactérienne a été transféré dans des flacons contenant de 50 ml de
NBRIP (Annexe 01) incubé dans un agitateur de 160 rpm pendant 7 jours. Aprés incubation
le mélange a été transféré dans des tubes a centrifuger et centrifuger a 6000 rpm pendant 20
min. a la fin de la centrifugation, 1 ml de chaque surnageant a été mis dans des fioles de 50 ml
plus 2.5 ml de réactif de Barton (Annexe 02) le volume a été compléter par 1’eau distillé
jusqu'a 50 ml. Apres 10 min, la lecture de la densité optique a été effectuée a 430 nm
(Spectrophotomeétre JENWAY 6715) (Misra et al, 2012).

Le phosphore soluble a été calculé¢ a partir de 1’équation de régression d’apres la

courbe d’étalonnage (Annexe 04).
11.6.2. Test de la production de I’AIA

L’analyse quantitative de la production de I’acide indole acétique a été effectuée suivant
la méthode décrite par Loper et Schroth (1986). Le milieu LB additionné de 100 mg/L de L-
tryptophane a été ensemencée par 1 ml de la culture bactérienne (DOs20 = 0.8) de chaque
isolat. Aprés incubation a 30 °C pendant 96 h dans I’obscurité dans une étuve agitée a 160
rpm, 5 ml de la culture ont été centrifugés a 6000 rpm pendant 20 min, 1 ml de surnageant a
été additionné de 2 gouttes d’acide ortho-phosphorique et 2 ml de réactif de Salkowski (50
ml d’acide perchlorique a 35% + 1 ml de Fecl3 a 0.5M).

Apres 30 min d’incubation a température ambiante dans 1’obscurité, le développement
de la couleur rose ou rouge indique la production de I’AIA. La densité optique a été mesurée a

530 nm (Spectrophotomeétre JENWAY 6715).

Les concentrations de I’AIA ont ét¢ déterminées a 1’aide d’une courbe d’étalonnage

obtenue dans un intervalle de 0 a 100 mg/L (Annexe 04).
11.6.3. Test de la production de HCN

La méthode de Soltani et al, (2012) a été utilisée pour tester la production de 1’acide
cyanhydrique (HCN), chaque isolat a été ensemencée par étalement sur la surface de gélose

nutritif additionne de 4.4 g/l de glycine, un papier filtre whatman n°1 trempé a une solution de
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Na,COs a 2% dans I’acide picrique a 0.5% a été dépose sur le couvercle de la boite, ensuite
les boites ont été scellées avec du para film et incubées a 30 °C pendant 4 jours. Le
développement de la couleur brune rouge ou brune claire indique la production de I’acide

cyanhydrique (HCN).
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Isolement et purification des rhizobactéries solubilisent le zinc

L’isolement et la purification des isolats bactériens a partir de la rhizosphére a permet
de récolter 37 isolats avec des différents diamétres d’halo de solubilisation dans chaque

échantillon (figure 03, 04).

Figure 03 : Isolement des BSZ dans milieu B.R.

Figure 04 : les isolats Az2 et Kz2.

L’isolement de 37 isolats de rhizobactéries de la rhizosphére, avec des
diametres d’halo de solubilisation du =zinc variés pour chaque échantillon. Gontia-
Mishra et al. (2013) ont isolé 35 souches de Bacillus solubilisant le zinc, tandis que

Rodriguez & Fraga (1999) ont isolé 42 souches de rhizobactéries solubilisant le
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phosphate et le zinc. De méme, Saharan&Nehra(2011) ont isolé 30 souches de

rhizobactéries solubilisant le zinc a partir d’échantillon de sol d’oignon.

I11.2. Caractérisation macro et microscopiques des isolats

La caractérisation macroscopiques des isolats a montré la présence des colonies de
forme et de taille variable , transparente et opaque , de couleur blanc jaunatre et jaune et
blanc.(Annexe 03).

Apres la coloration de gram, I’observation microscopique des isolats a grossissement
100 a été effectuée. parmi les isolats observées 80% forme bacillaire et 20% forme cocci. La
coloration de gram nous a permi de différencier les bactéries d’aprés la couleur , les gram
positifs se caracterisant par la couleur violette et les gram négatifs sont identifiées par la
couleur rose , 72% des isolats sont des gram négatifs et 28% des isolats sont des gram
positifs.(Figure 05,06).

Figure 05: Aspect microscopique des isolats Tzla , Wz2 (grossissement 100).
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Figure 06 : Pourcentage de la coloration de gram des isolats.

La cactérisation morphologique des isolats a permis de constater que 1’ensemble des
isolats bactéries sont des bacille et la plupart des bactéries sont des gram négatif. Ces résultats
sont en accord avec plusieurs études qui ont été montré que les bactéries bacillaires a gram

négatif sont trés abondants dans la rhizosphére des plantes (khan et al, 2010).

111.3. Test biochimique
111.3.1. Test de catalase

Dans notre étude 92% des isolats ont montré des dégagement des bulles d’air signifie la
présence d’enzyme catalase , 8% des isolats ont montré une réponse négatif il n’ya pas le

dégagement des bulles I’absence de I’enzyme catalase (Figure 07).

Figure 07 : test de catalase de I’isolat Ez4b.

111.3.2. Test d’oxydase

Parmis nos isolats bactériens, les résultats de la recherche d’enzyme repiratoire 72%

étaient oxydase + et 28% oxydase -, signifie que la majorité des isolats possédent I’enzyme
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(cytochrome oxydase).Selon (Bendoukhane et Djaafer , 2016), I’oxydase est I’'un des
critéres le plus discriminatif et le plus employé pour l’identification des bactéries, par
I’apparition d’une couleur violette a I’endroit ou la colonie a été déposée surtout celles a gram

négatifs.

I111.4. Test de solubilisation de zinc

Les 37 isolats purs ont été cultivées sur le milieu BR, 25 isolats ont montrés une
réponse positive signifie qu’ils solubilisent le zinc avec des différentes efficacités, par contre
12 isolats ont montrés une réponse négative, la solubilisation a été suivie par le calcul de
I’efficacité de solubilisation par le diamétre de la colonie et la zone ou I’halo de solubilisation

(figure 08).

Figure 08 : La solubilisation du zinc par les isolats Az1,Cz1,Ez2 kz]1.

Une solubilisation maximale de zinc a été observé chez les isolats Wz2, Xz2, Az2 et
Kz2, avec des efficacités de solubilisation allant de 632,33 + 2,52 a 442 + 2 pg/ml
respectivement. Les isolats Cz1, Ez1, Dz1, Xz4, Azl, Oz2, Hzl, Tzla, Pz2, Tz2, Fxz1bl.2,
Xz2 et Ez2 ont montré une efficacité de solubilisation moyenne, avec des valeurs comprises
entre 418 + 3 et 269 + 2. Les isolats Pz1b, Wz1, Bz1, Ez4b, Xz3 et Cz2 ont montré une faible
efficacités de solubilisation, variant de 204 + 1,02 a 147 + 2,06 par rapport aux autres isolats.
En revanche, les isolats Ez4a, Ez6a, Ez6b, Fxzla, Fxz1bl, Fxz1b2, Oz3bl, Pz3cl, Qz302 et

Vz1 ont montré une réponse négative a la solubilisation de zinc.
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De nombreuses stratégies sont disponibles pour aider a augmenter les niveaux de zinc
dans les plantes sans nuire a I'environnement (Cakmak.2008 ; White and Broadly, 2011) La
variation du diametre de formation de la zone d'halo indique une variation dans le degré de
solubilisation. Diverses études ont rapporté des variations dans la solubilisation par des
souches bactériennes (Sharma et al, 2011 ; Ramesh et al, 2014a ; Khande et al ; 2017).
Aprés I’analyse de la variance (Annexe 03) les isolats ont montré des niveaux variés de ZSE
de 147 + 2.06 jusqu'a 632.33+2.52, ces résultats sont plus efficaces que les résultats de
Ramesh et al (2014) ils ont trouvé des efficacités de 148 jusqu’a 427. Nos résultats entaient
presque similaire aux résultats de Saravanan et al, (2007) ou ils ont trouvé des efficacités
entre150 et 630, sauf que (Saharan et al, 2011) ont trouvé des meilleures efficacités que nos
résultats avec des valeurs de 750.

111.5. Evaluation des activitées PGP
I11.5.1. Solubilisation de phosphate

111.5.1.1 Test qualitatif sur milieu PVK

les 25 isolats ont été cultivée sur le milieu PVK, 12 isolats ont montré une réponse
positive de solubilisation de phosphate par des differentes éfficacité, 13 isolatsont montrée

une réponse négativ(figure 09).

Figure 09: solubilisation du phosphate par les BSZ.

Les isolats Pz3b, Wz2, Bz1 et Kz2 ont montré une forte solubilisation de phosphate, avec des
efficacité comprise entre 79,17 + 1,002 et 64,83 + 0,95. Les isolats Az2, Ez1, Hzl et Ez2 ont
uontré une solubilisation moyenne, avec une efficacité allant de 53,27 + 1,15 a 45,03 + 1,15.

Les isolats Xz1, Azl, Pz1la et Oz2 ont montré une faible solubilisation, avec une efficacité de
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41,47 +£1,002 a 32,3 +0,9. En revanche, les isolats Cz1, Cz2, Dz1, Fxz1bl.2, Kz1, Pz2, Tz1a,

Tz2, Wz1, Xz2, Xz3 et Xz4 ont montré une réponse négative a la solubilisation de phosphate.

nos résultats sont similaire aux résultats de Sundara Rao et al (1963) avec

des éfficacités de solubilisation de 35 a 75.

111.5.1.2. Test quantitatif sur milieu NBRIP

Tous isolats ont été cultivées dans le bouillon NBRIP, ils ont montré une réponse

positive a la solubilisation de phosphate, la densité optique a été mésurée par le S-UV visible

a longueur d’onde de 430 nm (figure 10 et 11).

Figure 10 : Témoin , I’isolat Tzla.
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Figure 11 : Evaluation de la concentration de phosphate soluble par les isolats.

Selon I’analyse de la variance (Annexe 03), les résultats ont montré que tous

les isolats solubilisent le phosphate par des concentrations différentes de 186.43%
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2.86 jusqua 1786.4+ 7.1 pg/ml, les résultats obtenus sont plus efficaces que celles
de (Chen et al, 2006), ils ont rapporté des concentrations entre 150 et 280 pg/ml, les
chercheurs (Gaur et al, 1990) ont trouvé des résultats presque similaire a nos
résultats avec des concentrations de 200 a 1700 pg/ml, par contre (Whitelaw et al,

2000) ont trouvé des concentrations plus efficaces a nos resultats de 2500 a 2700

pg/ml.

111.5.2.Test de production de PAIA

Les 25 isolats BSZ ont été cultivée dans le bouillon LB+Trypthophane, la production de
I’ATA a été suiviée par ’apparition du couleur soit le rose ou le rouge du mélange (1 ml de
surnageant + 2 ml réactif de salkowski + 2 gouttes d’acide phosphorique apreés incubation de
30 min) (figure 12).

Figure 12 : Production de I’AIA par les isolats Kz1 et Az2.

Selon I’analyse de la variance (Annexe 03), les isolats Tzla, Xz2, Azl et
Kzl ont produit de I'AIA (acide indole-3-acétique) de maniere efficace, avec des
concentrations élevées variant de 24,33 + 0,037 a 10,48 + 0,049 pg/ml. Les isolats
Wzl1, 0z2, Czl, Ez2 et Bzl ont produit de I'AIA a des concentrations moyennes
allant de 7,02 + 0,0488 pg/ml a 4,54 + 0,085 pg/ml. En revanche, les isolats Xz4,
Dzl et Az2 ont montré des faibles concentrations de production d'AlA, comprises
entre 3,65 £ 0,0024 et 2,63 + 0,048 pg/ml. Enfin, les isolats Tz2, Hzl, Xz3, Cz2,
Pzlb, Pz2, Wz2, Xzl, Ezl, Fxzlbl.2, Pz3b, Ez4b et Kz2 ont montré une réponse

négative en termes de production d'AlA (figure 13).
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Figure 13 : Evaluation de la concentration d’AIA par les isolats.

Aprés 1’analyse de la variance (Annexe 03), Nos valeurs se situent dans la
plage moyenne a élevé par rapport a celles rapportées par Tsavkelova et al. (2007) et
Khalid et al. (2004), avec des productions d'AIA respectives allant de 5 a 25 ug/mL
et de 3 a 20 pg/mL. En comparaison avec les études présentant des résultats plus
élevés, telles que celles de Patten &Glick (2002) et Spaepen et al. (2007), qui ont
enregistré des productions d'AlA allant jusqu'a 40-50 pg/mL, nos isolats démontrent
une production d'AIA modérément efficace. A Il'opposé, les études avec des résultats
plus bas comme celles d'’Ahmad et al.(2005) et Loper& Schroth (1986), qui ont
observé des productions d'AlA de 1-5 pg/mL et de 0,5-3 pg/mL respectivement,

montrent que nos isolats sont plus efficaces que certains autres.

111.5.3 Production de I’acide cyanidrique

Tous les 25 BSZ sont cultivées dans le milieu GN+Glycine, 1’apparition du couleur de

jaune vers le brune rouge ou le brune claire signifie la présence de 1’acide(figure 14).

Figure 14 : production de I’acide cyanidrique par les isolats

~ 25 ~



Les isolats Az2, Ez1, Ez2, Ez4b, Hzl, Tzla, Xz1, Xz2 et Wz2, Cz1, Cz2, Dzl,
Fxzlbl1.2, Pz1b, Pz2, Pz3b, Wz2, Tz2, Xz3 et Xz4 ont montrés une réponse positif a la
production d’HCN. En revanche, les isolats Wz1, Oz2 et Kz2 ont montrés une réponse

négative au test (Figure 15).

B HCN+
B HCN-

Figure 15 : Pourcentage de production de HCN.

Le cyanure d’hydrogéné (HCN) est un composé volatile antimicrobien a large spectre
impliqué dans le contrle biologique des maladies des racines par Pseudomonas fluonrescens
associée aux plantes , il est produits en quantités différentes par différente éspeces de

Pseudomonas, mais aussi par d’autres bactéries (Ramette et al, 2003 ; Weisskopf, 2013).

Dans ce travail , tous les isolats ont montré une réponse positif de la production d’HCN.
Sauf que les isolats Wz1,0z2,Kz2 montré une réponse négatif signifie I’abscence de géné

responsable de la production de ce métabolite (Laville et al, 1998).
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Conclusion

Les rhizobactéries ont été isolées a partir de divers échantillons de sol, en se
concentrant sur celles capables de solubiliser le zinc. Ces isolats ont été purifiés et
conservés en utilisant des méthodes standardisées pour garantir leur viabilité a long
terme, permettant ainsi une analyse approfondie de leurs propriétés. Ce travail a
permis d'explorer le potentiel des rhizobactéries solubilisant le zinc et le phosphate
en tant qu'agents promoteurs de croissance des plantes (PGP). Plusieurs étapes clés
ont été suivies pour atteindre cet objectif, aboutissant a des résultats prometteurs
pour I'agriculture durable.

Des tests de solubilisation du zinc ont été effectués pour évaluer la capacité
des isolats a rendre le zinc disponible pour les plantes. Les résultats ont montré une
variation significative dans les capacités de solubilisation parmi les isolats, allant de
147 + 2.06 a 63233 + 252 pg/mL, indiquant un potentiel différentiel pour

I'application agricole.

L'identification des isolats a été réalisée a travers des observations
microscopiques et macroscopiques. Cette étape a permis de déterminer les
caractéristiques morphologiques distinctives de chaque isolat, facilitant ainsi leur
classification et leur identification.

Les isolats ont été soumis a des tests biochimiques pour déterminer la présence des
enzymes catalase et oxydase. Ces tests sont cruciaux pour caractériser les capacités
métaboliques des isolats et pour leur identification taxonomique.

L'évaluation des activitées PGP des isolats a inclus des tests de solubilisation
du phosphate (en milieu solide et liquide), allant de 32,3 + 0,9 a 79,17 £ 1,002
pg/mL, la production d'acide indole acétique (AIA), allant de 2,63 + 0,048 a 24,33 =+
0,037 pg/mL, et la production d'acide cyanidrique (HCN). Les résultats ont révélé
que plusieurs isolats possédent des activités multiples de promotion de la croissance
des plantes, rendant ces rhizobactéries particulierement intéressantes pour une

utilisation en agriculture.

Les résultats obtenus demontrent que les rhizobactéries étudiées possedent

un potentiel significatif pour &tre utilisées comme biofertilisants et agents de



biocontrole en agriculture. Leur capacité a solubiliser le zinc et le phosphate,
couplée a la production de phytohormones et de composés antimicrobiens, en fait
des candidats prometteurs pour améliorer la croissance et la santé des plantes de
maniere écologique et durable. Ces résultats ouvrent la voie a des études
supplémentaires pour optimiser [l'utilisation de ces isolats dans divers contextes

agricoles et pour comprendre pleinement leurs mécanismes d‘action.
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Annexe 1 : Milieu de culture

1. Composition du milieu BR (Bunt and Rovira):

GIUCOSE. ... ettt ettt et et e e s e st e et e e se e s beeteeneesta e neesnesreenreeneeas 10¢
AMMONIUM (NHZ)2SO4).....ceeiieiieieee et eesieeeesneesteeseeeens 0.2¢g
MagNESTUM(MUOSOA).... .ot saresneares 029
POtaSSIUM (KCI)...eoieeiecece e o 0.2¢
Di potassium hydrogéne phosphate (K2HPOA)..........ccccoevviieiiieseece e 0.1g
4 31O PP 19

AAGAT e 209

0] o T TP T PR SPPR TP RPPRPTPIR 7

2. Composition du milieu gélose nutritif (GN) :

PEPIONE. .t ara e 19
Chlorure sodium (NACH)... .o.eoeeieieee e 30
EXErAIT 08 JOVUIE. ... et 30
EXErait de VIANGE ..o 39
N T PR UPRUPRPPRPI 209
o TSRS PPPR PSR 7.2

3. Composition du milieu PVK: Pikovskaya (1948) en g/l

GHUCOSE ...ttt ettt 109
CAB(POA) 2.ttt 59
(NHZ)2 SOZ ...ttt 059
NN =T PRSP 0,29
MNSOA.7 H20......cui ettt ettt ne st nenennes 01lg
MUOSOATHZO ...t 01g
FESOATHZO ...ttt 0.002 g
o] PP USUSPPPRRPR 0.2¢g

MNSOAAHZO.....cceiciii e e 0.04 9
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EXIFAIt A8 IOVUIE......eeiicee et 05¢
Pourpre de BromoCréSOl............coveiiic i 0.1g
N - TP OPPRSUPRPPROPI 209
o T OSSR P PR 7.2

PEPTONE. . 109

N L OSSPSR 10¢
EXErAIT 08 JEVUIE. ... 59
51 1SS 7.240.2

5. Milieu NBRIP:

[ ol 0T SRR 10¢g
£83 (POAY 2o 5
OV TRz PT o Y N 0,19
o] PSP PRSPPI 0.2¢g
o T 1221 o SRS 59
IMIGSOZ. TH20 ...t s e s s st es e es s s s s ee s s e seeeseeeseses e anend 0.2g
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Annexe 2 : les réactifs
1. Réactif de Barton :
Solution A : Ammonium molybdate
Dissoudre 12.5 g d’ammonium molybdate (NH) GMo070244H-0, dans 200 ml d’eau distillé.
Solution B : Ammonium Vanadate
Dissoudre 0.625 g d’ammonium Vanadate (NH4) VO3dans 150 ml d’eau distillée bouilli et
laisse au froid puis ajouter 125 ml d’acide nitrique a 60%.

La réaction de Vanado-molybdate (Barton) :

La solution B est mise dans une fiole de 500 ml, puis la solution A est ajoutée et le volume est

complété par I’eau distillé.
2. Reactif de salkowski : dans 11

Acide perchlorique. ..o 50 ml
Feclsde 0.5 M. ..o 1.62g
3. Solution picrate de sodium : dans 100 ml

ACIAe PICTIQUE. ..ttt e e e e S5¢g

Carbonate de sodium...........ooveiiiiiiiiiiii i, 2g
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Annexe 03 : Analyse de variance des parametres etudiés
Zinc :

Analyse de la variance

Source DL SomCar ajust CM ajust Valeur F Valeur de p
souches 24 1010337 42097,4 6036,91 0,000

Erreur 50 349 7,0

Total 74 1010686

Phosphate solide :

Analyse de la variance
Source DL SomCar ajust CM ajust Valeur F Valeur de p

souches 24 613935 2558,06 5285,25 0,000
Erreur 50 24,2 0,48
Total 74 61417,7

Phosphate liquide :

Analyse de la variance

Source DL SomCar ajust CM ajust Valeur F Valeur de p
souches 24 10870651 452944 31171,69 0,000

Erreur 50 727 15

Total 74 10871378

AlA :

Analyse de la variance

Source DL SomCar ajust CM ajust Valeur F Valeur de p

souches 24 4286,22 178,593 124398,17 0,000
Erreur 50 0,07 0,001
Total 74 4286,30

Annexe 4 : Courbes d’étalonnage

Phosphate:
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0,8
y = 0,0007x + 0,0175
0,7
R? =0,9933

TO06 -
S
m 0,5
=,
g04
=
~
<§ 0,3
< 0,2

0,1

0
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Courbe d’étalonnage de phosphate (Hamoum, 2017)
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