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Résumé

La capacité des bactéries solubilisatrices du zinc a solubiliser le zinc est considéré
comme I’'un des caractéres les plus importants associés a la nutrition des plantes. Ces
bactéries jouent un rdle important dans 1’apport de zinc aux plantes. L’objectif de la
présente étude est ’isolement des bactéries solubilisant le zinc ainsi que la mise en
évidence de la présence de caracteres impligués dans la promotion de la croissance plantes.

Au cours de notre travail, 13 souches bactériennes ont été isolées a partir de la
rhizosphére de courgette, ail, haricot et betterave de la région de la wilaya de Mostaganem
parmi lesquelles 11 isolats ont montré une réponse positive a la solubilisation du Zn sur
milieu Bunt et Rovira modifiés avec I’oxyde de Zinc comme seule source de Zn. Ils ont été
sélectionnés sur la base d'halozone clair et diametre de la colonie, ces isolats ont montré
une teneur en Zn maximale équivalente a303  + 6,08 pug/ml chez I’isolat DYS8. Les isolats
ont été ensuite évalués pour leurs traits de la promotion de croissance des plantes telles que
la solubilisation, la capacité a fixer I’azote atmosphérique, la production d’AIA et la
production de 1’acide HCN. Les résultats montrent, en effet, que la solubilisation des
phosphates et la production d’ ATA ont été détectés dans la plus part des isolats bactériens.

Mots clé : Bactéries solubilisatrices du zinc, phosphate, AIA, HCN



Abstract

The ability of zinc solubilising bacteria to solubilise zinc is considered one of the
most important traits associated with plant nutrition. These bacteria play an important role
in the supply of zinc to plants. The objective of the present study was to isolate zinc
solubilising bacteria and to identify the presence of traits involved in plant growth
promotion.

In the course of our work, 13 bacterial strains were isolated from the rhizosphere of
courgette, garlic, bean and beetroot from the region of the wilaya of Mostaganem, among
which 11 isolates showed a positive response to Zn solubilisation on Bunt and Rovira
medium modified with Zinc oxide as the only Zn source. They were selected on the basis
of clear halozone and colony diameter, these isolates showed a maximum Zn content
equivalent to303 a = 6.08 pug/ml in isolate DY8. The isolates were then evaluated for their
plant growth promotion traits such as solubilisation, ability to fix atmospheric nitrogen,
IAA production and HCN acid production. The results show, indeed, that phosphate

solubilisation and IAA production were detected in most of the bacterial isolates.

Key words : zinc solubilising bacteria, plant promotion, Phosphate, IAA, HCN
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Introduction

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 biosynthéese
d’AlA a travers la formation de tryptophane, le précurseur de I’AIA. Habituellement dans
I’absence d’AlA, la croissance des plantes est rabougrie. Le zinc est également impliqué dans
le controle 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 1&#39;activité des enzymes
dégradantes de I’ARN (Beulah J et al. 2017).

Une carence en Zn entrainera une inhibition des activités physiologiques et
biochimiques des plantes conduisant a 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 été 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
vivrieres est améliorée par des pratiques agronomiques, la sélection végétale 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 cultures de base de région
spécifique (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 et criblage des bacteries solubilisatrices du Zn a partir des sites

differents de la rhizosphere.

2) Etude des caractéres morphologiques et biochimiques des isolats sélectionnés.

2) évaluation du potentiel PGP des bactéries solubilisatrices du Zn sélectionnées.
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

1.1. Diversité microbienne dans le sol

I.1. 1.Rhizosphere
La rhizosphere, du grec rhizasignifiant racine et du grec ancien sfaira signifiant sphere
(Lynch, 1990).La rhizosphere a été définie par Hiltner en 1904 comme la fraction de sol sous
I'influence des racines de la plante (Louvel, 2010).C’est une zone étroite adjacente aux
racines des plantes et influencées par une forte activité microbienne dans le sol, et autour des
racines (Nazir et al., 2016 ; Benaissa, 2019). Cette interface entre la racine et le sol crée des
conditions favorables pour le développement microbien notamment par la libération
d'exsudats racinaires (Louvel,2010). La rhizosphere est divisée entrois zones représentées
par la figure 1 ; il s’agit de I’endorhizosphere, le rhizoplane et 1’éctorhizosphére (Badri et
Vivanco, 2009 ; Nazir et al., 2016).
= Ectorhizosphére : Larhizosphere au sens strict, zone constituée par le sol rhizosphérique,
a l'intérieur de laquelle diffusent les exsudats solubles et volatils en provenance des

racines.

= Le rhizoplane, zone constituée par la surface des racines et le mucilage.

= Larhizosphere interne ou endorhizosphere, constituée par les cellules du cortex racinaire

qui est colonisées par les microorganismes saprophytes (Dommergues, 1975).

% Root
hair

Vascular
Tissue

Figure 1: Représentation schématique des trois zones de la rhizosphere (Mougel, 2013)
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1.2.Bactéries solubilisent le zinc
1.2.1.Définition du zinc

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

Le zinc est un métal ductile, bleu gris, moyennement réactif, qui se combine avec
I'oxygéne et d'autres non-métaux, et qui réagit avec des acides dilués en dégageant de
I'nydrogéne. La teneur moyenne en zinc de la cro(te terrestre serait comprise entre 70 et 132
mg/kg. (Richardson et al. 2001) Le zinc posséde cing isotopes stables. Leurs masses
et abondances naturelles sont : 64 Zn (48,27 %), 66 Zn (27,90 %), 68 Zn (18,80 %) et 67 Zn
(4,10 %) et 70 Zn (0,63 %). (VVallee et Falchuk, 1993).

Les minerais de zinc les plus répandus dans la nature sont le sphalérite (ZnS) et le
smithsonite Zn(CO3). Les principaux apports de zinc anthropiques sont les déchets agricoles
qui représentent 61% de la pollution totale suivis par les déchets urbains (20%) et les
retombées atmosphériques (18%) (Feix, 1998).

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
biologiques et biochimiques. La limite de toxicité pour ’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).

Par contre, dans les sols acides ou neutres, le zinc est 1’un des éléments traces les plus
mobiles (El Zahaby, 1998 ; Ashley, 1996). Dans les sols riches en matiére organique, 1’ordre
de stabilité du métal complexé avec la matiére organique suit la série d’Irving-Wiliams :
Fe3* > Al 3 > Cu 2" > Ni2+> Co?* > Ca?" > Zn 2" > Mn % > Mg 2*. Par rapport a un type de
ligand donné, I’ordre de la série est celui de la diminution du rayon ionique du métal

(Ashiley, 1996).

Par ailleurs, certaines études montrent (Harita et al .,1990 ; Cavallaro et Mcbride, 1984)
que le zinc ne se complexe pas avec la matiere organique et que le principal mode de

rétention du zinc dans le sol est I’échange ionique.
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1.2.2 Le Zinc dans le sol

Zinc dans le sol : La teneur moyenne en zinc de la lithospheére est en général de 50
mg/kg environ (Kovda et al, 1964) et les variations ne sont pas trés importantes: de 10 a 150
mg/kg. La teneur en zinc de la roche-mere dépend de son origine géologique. Dans les
roches, le zinc se trouve principalement sous forme de sulfures (sphalérite), carbonates
(smithsonite) et de silicates (willemite). On le rencontre comme ion de remplacement dans
les mailles cristallines des roches ferro-magnésiennes (augite, horblende, biotite). 1l est
adsorbé entre les feuillets des argiles minérales ou en substitution du magnésium

(montmorillonite).

1.2.3. Le Zinc dans la plante

Les plantes sont généralement tres tolérantes aux meétaux car elles possédent 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 ’intérieur de vacuoles ou
par 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 végétaux 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).

1.2.4. Les formes chimiques du Zinc dans le sol

D'une fagon générale, le Zn dans les sols est plut6t lié aux silicates primaires, aux
minéraux argileux et a la matiere organique (Loug¢, 1993), L'espece ionique la plus commune
est le Zn2-. Toutefois on peut retrouver d'autres espéces telles :Zn Cl+ ;ZnOH+ ; Zn(OH)2,
ZnO ;ZnC03, ZnHCO3 (Kabata-Pendias et Pendias, 1992). Les formes oxydées (trivalentes
et tétravalentes) sont les principaux états du Mn dans les sols (Loué, 1993) et dans la solution
du sol sous forme de Zn?* ou plus souvent de complexe soluble avec les matiéres organiques
(Barber S.A., Silberbush M., 1984). La proportion de Zn complexe dans la solution de sol
augmente avec le pH (5 a 90 %). Le Zn échangeable diminue lorsque le pH augmente. Le
Zn réalise aussi des complexes insolubles avec les matiéres organiques (Bourrelier P et J
Berthelin 1998). La concentration minimale de Zn en solution est entre pH 7 et 8. La

concentration en solution de Zn augmente fortement pour des pH < 6 (Ofefp, 1996).
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1.2.5. Le r6le 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, I'intégrité structurale
et fonctionnelle des membranes. Le Zn a un rdle important dans la régulation de la croissance
des plantes et celle de I'expression des génes. Il intervient aussi dans les différentes voies
métaboliques telles que l'activité de phytohormones, la synthese des protéines, la
photosynthése, le métabolisme des glucides, la défense contre les maladies et aussi dans la

fertilité et la production de semence (Sadeghzadeh, 2013).
1.2.6. La distribution du zinc dans la plante

Le zinc est plus mobile au sein de la plante, cependant, les racines contiennent de plus
grandes quantités que les parties aériennes, en particulier lorsque les apports sont importants.
Dans le cas d’une consommation de luxe, le zinc peut étre déplacé des racines vers les parties
aériennes ou ils se concentrent dans les chloroplastes, les vacuoles et les membranes
cellulaires. Lors de la translocation, le zinc est chélaté a des acides organiques (Tremel-
Schaub et Feix, 2005). Le vaisseau conducteur xyléme contient une teneur plus importante
supérieure a celle de la solution prélevé par les racines. Le zinc semble étre transporté dans
séve brute sous forme ionique (Tiffin, 1967) ou lié & des acides organiques (\White et al,
1981). Par contre, dans la seve élaborée du phloeme, il est transporté sous forme de complexe
anionique (\VVan Goor et Wiersma, 1976). Le zinc est un élément peu mobile et, en cas de
consommation, il tend a s’accumuler dans les racines (Loneragan, 1977 ; Massey et Loeffel
,1967) ont montré, sur mais, la possibilité d’une remobilisation du zinc foliaire au moment
de la formation de 1’épi, mais cette remobilisation ne se manifeste plus si la plante est

carencée (Rice man et Jones, 1958).
1.2.7. L’effet de ’excés du zinc

D’aprés (Loué, 1993) En quantité excessive dans le sol, le zinc peut devenir toxique pour
les plantes. La toxicité de Zn concerne généralement des sols acides ou des cultures sur
solutions nutritive. L’excés de Zn se traduit par des teneurs en Zn anormalement élevees
dans la plante, supérieure a 400 ppm, le déséquilibre nutritionnel peuvent en résulter et il est

démontrer que les teneurs des tissus végétaux en P et Fe sont diminuées.
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1.2.8.L’effet de lIa carence en Zinc

Le mais et le lin sont les plantes annuelles, les plus sensibles a la carence en zinc. Chez
les espéces ligneuses il faut citer le pommier, le poirier, la vigne...etc. avec un symptome
commun, la « maladie des rosettes ». Les entre-nceuds sont raccourcis, les feuilles sont
petites, cassantes, a bord ondulé avec parfois des plages chlorotiques ; elles sont groupées

en rosettes. Les feuilles sont petites et déformés (Coic et Coppenet, 1989).

1.2.9. Les mécanismes de solubilisation du zinc

Le zinc est insoluble dans le sol et n'est pas disponible pour I'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, c'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 (Tarig et al. 2007; Burd et al. 2000; Wani et
al. 2007; Saravanan et coll. 2011) et la production de dérivés de gluconate ou d'acide
gluconique, par exemple, Acide 2-céto-gluconique (Fasim et al. 2002), acide 5-céto-
gluconique (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.

1.1.2.Les activités PGPR

Plusieurs interactions, bénéfiques (symbioses) ou non, voire délétéres (pathogénie)
sont observées entre plantes, bactéries et champignons du sol fleuriront I'activité biologique
de ce sol. (Emily., 2015). Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon
plusieurs mécanismes, de maniére directe ou indirecte. Ces bactéries sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante
en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents

phytopathogeénes. (Haas et Defago., 2005).
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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 1‘espace et les nutriments, la
synthese 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).
1.1.2.1. Effets directs

L'effet direct de la croissance des plantes peut se produire par plusieurs processus :
1.1.2.1.1. La fixation de I’azote

L‘azote se trouve fréquemment sous forme gazeuse (N2), inaccessible aux
animaux et aux plantes ou aucune espece Vvégétale n'est capable de fixer 1‘azote
atmosphérique et de I'utiliser directement pour sa croissance (Pujic et Normand, 2009 ; Arora
etal. 2012). Les PGPRs les plus connus pour leur role de stimulation des plantes grace a leur
capacit¢ de fixer 1‘azote atmosphérique sont : Azoarcus sp. Burkholderia sp,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum ; Azotobacter Paenibacillus et
Azospirillum brasilense, qui transforment I'azote atmosphérique en ammoniac en utilisant
un systeme enzymatique complexe connu sous le nom de la nitrogénase (\Weyens et al, 2010;
Arora et al., 2012). La rhizobie est un vaste groupe de rhizobactérie qui ont la capacité
d‘établir des interactions symbiotiques par la colonisation et forme de nodules racinaires
dans le végétale, dans lesquelles l'azote est fixé en ammoniaque qui est rapidement
transformé en nitrates et le rendre disponible pour I'héte ; La bactérie entre d'abord dans la
racine et plus tard sur les nodules dans lesquelles se produit la fixation de I'azote (Munees et
Mulugeta., 2013).

1.1.2.1.2.La solubilisation du phosphate

Le phosphore (P) est un élément largement distribué dans la nature. 1l est
considéré, avec l‘azote (N) et le potassium (K), comme un constituant fondamental de la vie
des plantes et des animaux. Le phosphore a un rdéle important dans le métabolisme de la
plante, et il est I‘un des éléments nutritifs essentiels pour la croissance et le développement
des végétaux. Cependant, le phosphore existe sous forme inaccessible pour la plante, il reste

donc de le mobilisé dans le sol (Qureshi et al. 2012). Le phosphore est absorbé
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principalement pendant la croissance végétale et, par la suite, la majeure partie du phosphore
absorbée est transférée dans les fruits et les graines pendant les étapes de reproduction.
Toutefois, les plantes déficientes en phosphore montrent un retard de croissance (réduction
de la croissance des cellules et des feuilles, perturbation de la respiration et de la
photosynthése) (Fao., 2004).

1.1.2.1.3. La solubilisation du potassium

Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement tres faibles
et plus de 90% de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de
minéraux de silicate (Parmar et Sindhu., 2013). En raison de l'application déséquilibrée des
engrais, la carence en potassium devient I'une des principales contraintes dans la production
végétale. Sans potassium adéquat, les plantes ont des racines mal développées, poussent
lentement, produisent de petites graines et ont des rendements plus faibles (Kumar et Dubey.,
2012). Les microorganismes des sols jouent un réle clé dans le cycle K naturel. Les
microorganismes solubilisant de potassium présent dans le sol pourraient fournir une
solution alternative pour rendre le potassium disponible pour l'absorption par les plantes
(Rogers et al., 1998).

1.1.2.1.4. La production des sidérophores

Le fer est un nutriment vital pour presque toutes les formes de vie (Neilands., 1995).
Certains PGPR produisent des sidérophores, composés de faibles poids moléculaire,
généralement inférieurs a 1 kDa contenant des groupements fonctionnels capables de capter
le fer en le rendant assimilable par les plantes (Kirdi et Zermane., 2010). Les sidérophores
(sidéros = fer ; phoros = transport) (Rossum et al., 1994) sont des composés organiques ont
une affinité tres élevée et specifique pour chélater le fer. Les Sidérophores augmentent aussi
la disponibilité du fer par la complexassions forte de Fe3+. Ces complexes restent en solution
et augmentent de ce fait la diffusion du fer sur la surface de cellules. Presque 500 structures
de sidérophore sont connues jusqu'ici, qui sont produites par des bactéries, des mycétes et
des plantes (Boukhalfa et Crumbliss., 2002).

1.1.2.1.5. La production des phytohormones

Il existe deux sources de phytohormones naturellement disponibles pour les
plantes : production endogéne par les tissus de la plante et exogéne par des micro-organismes

associes. Les PGPRs produisent différentes phytohormones comme : I'AlA (Acide indole
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acétique : auxines), les gibbérellique et les cytokinines et 1’ éthyléne. Ce sont des petites
molécules de signal produites en tres faible concentration influencant les processus
biochimiques, physiologiques et morphologiques dans les plantes. (Han et al., 2005 ; Baca
et Elmerich., 2007 ; Kloepper et al., 2007 ; Martinezviveros 1 et al., 2010)

La plus importante des hormones de croissance des plantes. Elle est impliquée
dans plusieurs processus : la division cellulaire, la différenciation et la formation de
faisceaux vasculaires, et elle a un effet positif sur I'initiation de la croissance et |‘élongation
des racinaire. Elle augmente également la ramification des racines et améliore lI'absorption
de minéraux et d'eau (Patten et Glick, 2002 ; Ahmad et Kibret, 2013 ; Gupta et al., 2015).
Sont aussi des phytohormones impliquées dans la modification de la morphologie des
plantes et la stimulation de la croissance de la partie aérienne (Van Loom., 2007). Les
Gibbérellines forment le groupe de phytohormones impliqué dans la modification de la
morphologie de la plante par 1‘extension des tissus, en particulier de la tige. lls affectent les
processus de reproduction dans une large variété de plantes et retarde la sénescence des fruits
et des feuilles. Les cytokinines sont retrouvées dans les racines, les tiges, les feuilles, les
fleurs, les fruits et les graines, mais une forte évidence indique que la racine est le site

principal de la biosynthése de cytokinines (Hopkins, 2003 ; de Salamone et al., 2005).

L'éthylene et un régulateur impliqué dans la stimulation de la croissance des plantes a des
concentrations modérées. Dans les conditions du stress (salinité, pollution par les métaux
lourd...etc.), la plante augmente la sécrétion de 1°éthylene, ce qui induit I‘inhibition de la

croissance des racines (Saleem et al., 2007).

1.1.2.2.Effet indirects

Le principal avantage de l'utilisation des PGPR est la résistance conférée aux
plantes contre les maladies causées par les agents pathogénes. Les rhizobactéries jouent un
réle majeur dans la lutte contre ces agents, ou un large spectre des maladies bactériennes,
fongiques et parasitaires est supprimé via la production d'antibiotiques, compétition (pour
les €léments nutritifs, 1‘oxygeéne et 1‘espace), 'activation de la résistance systématique
induite (ISR) et la production des enzymes (chitinase, protéase, lipase), cette protection est
nommeée biocontrdle. De plus, les PGPR peuvent étre utilisées comme un biofertilisant
efficace dans 1‘amélioration du rendement des cultures par la production d‘enzymes telles
que (cellulases, amylases, etc.) (Lugtenberg et Kamilova ,2009 ; Glick, 2012 ; Tariq et al.
2014).

11
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1.1.2.2.1. La compétition pour I’espace et les nutriments

La compétition pour lI'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé
par les PGPR pour éliminer les phytopathogénes. Cette compétition entre deux ou plusieurs
microorganismes concerne soit les éléments nutritifs, I'espace ou les autres facteurs
environnementaux qui deviennent limitatifs pour leur croissance (Dommergues et
Mangenot., 1970).

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une
colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de
sites habitables pour les micro-organismes pathogénes et, par conséquent, leur croissance
(Piano et al. 1997).

Mais, cette corrélation entre I"importance de la population de PGPR sur les racines
et la protection observée n’est, dans certains cas, pas verifiée et ne peut donc pas étre

considérée comme une régle générale (Reyes et al, 2004).

L'idée qu”une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogénes
fongiques par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie fut beaucoup discutée.
Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique
et capable d’instaurer une compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et
Defago, 2005).

Toutefois, La compétition pour les nutriments et les différentes sources
nécessaires pour la vie se produit généralement entre les microorganismes du sol. Ces PGPR
fixateur du fer et du phosphore, inhiberont la croissance des pathogeénes d‘une part, et

favoriseront celle des plantes, d‘une autre part (PAL et al. 2006).

1.1.2.2.2. L’ Antibiose

La production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent la croissance
des pathogenes cibles est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes

peuvent controler les maladies des plantes, (Harman et Shoresh., 2007).

I1 consiste a produire des antibiotiques efficaces contre 1‘agent pathogeéne par
1‘agent antagoniste. Ces molécules bioactives sont des métabolites secondaires a faible poids

moléculaire tels que les antibiotiques comme I'amphicine, le 2,4-diacétylphloroglucinol

12
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(DAPG), cyanure d‘hydrogéne (HCN) et la phénazine qui agissent comme des facteurs
contre 1‘attaque des pathogenes. (Corbaz, 1990 ; Babalola, 2010).

1.1.2.2.3. Le parasitisme

Ce mécanisme consiste en une interaction directe entre deux microorganismes ou
les tissus vivants de 1‘un constituent une base nutritive pour 1‘autre (Helluy et Holmes.,
2005). Il implique l'invasion des cellules de l'agent pathogéne par le microorganisme
antagoniste. L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques telles que les glucanases, les

chitinases et les lysozymes pour dégrader les parois de I'agent pathogéne (Corbaz, 1990).

1.1.2.2.4. Résistance systémique induite ISR

Leexpression de mécanismes de défense systémique chez les plantes peut étre
initiée suite a l‘interaction avec certaines rhizobactéries non pathogénes lors d‘un
phénomene appelé ISR, ce mécanisme rend la plante plus résistante contre d‘éventuelle

attaque des agents pathogénes (virus, bactéries et champignons).

De nombreux composants bactériens tels que les lipopolysaccharides (LPS),
sidérophores, lipopeptides cycliques, peuvent induire une résistance systémique des plantes
(Gupta et al, 2015).

13
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I1.1. Echantillonnage
I1.1.1. Lieu de ’expérimentation

Cette étude a éte realisee au sein du laboratoire de microbiologie N° 01 de
I’université « ABDELHAMID IBN BADIS » de Mostaganem pendant une période de 2
mois.

11.1.2. Localisation des sites de prélévement

Le choix de site des prélevements des eéchantillons a porté sur des sols de la
région Ouled Boukhatem Mostaganem (figure 1).

Les échantillons de sol ont été collectés de la rhizosphére de différentes
plantes a savoir :la courgette, 1’ail, la betterave et ’haricot.
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Figure 02 : Carte géographique de la région d’¢tude :Ouled Boukhatem
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Figure 03 : La zone de la région d’étude :Ouled Boukhatem ( photo originale).
11.1.3. Prélevement des échantillons

Les prélevements ont été effectués le 20/04/2022 , Afin d’isoler des bactéries
solubilisant du phosphate, des préléevements de quatre échantillons(A ,B,Cet D ) a
partir de la partie rhizosphérique du sol ont été effectués a une profondeur a 15 cm, ces
échantillons ont été mis dans des sacs fermées préalablement stérilisés dans un autoclave,
puis transportés directement au laboratoire. Chaque échantillon de sol ainsi obtenus a été
divisé en deux parties. Une premiére moitié pour I’analyse physico-chimique du sol et
’autre moitié pour I’isolement.

I1. 3. Isolement des bactéries solubilisent le zinc
11.3.1 . Préparation des dilutions décimales

Une quantité de 10 g du sol est suspendue dans 90 ml d’eau physiologie stérile. Le

mélange est agit¢ pendant 30 minutes afin d’homogénéiser la solution qui sert a préparer

une série de dilutions décimales (10,102 10°) (Almi,201
11.3.2. Isolement des bactéries ectophyte

Les racines ont été soigneusement secouées afin de séparer la terre des racines. 10g
de terre de chaque échantillon a été pesé aseptiquement, homogénéisé dans un flacon
Erlenmeyer avec 90 ml d'eau stérilisée, et agité pendant 30 min a environ 180 r min-1.
Aprés agitation, des échantillons de sol dilués en série ont été étalés sur une plaque de BR.
( LIU Hui et al.,2010).
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Figure I1.1 : Isolement des bactéries ectophyte

11.3.3. Isolement des bactéries épiphytes

Les racines des échantillonnes étaient couper aseptiquement entier, 4-5 racines par
plante. Racines de 2,5 g ont été hachés a 2-5 mm et remplis dans 125 ml flacons avec 50
ml d'eau distillée et 2 gouttes de tween80. Le mélange a été secoué a 100 tr/min pendant 30
min. Les solution ont été ensuite dilués en série de 10-1 a 107 et utilisés comme inoculums
et incubé a 25-30°C (Kajohnpong et al. 2014).
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Figure 11.2 : Isolement des bacteries épiphytes

11.3.4. Isolement des bactéries endophytes

Les échantillons ont été coupés séparément en tranches de 2 a 3 cm piéces, stérilisées
en surface avec une solution de I’éthanol pendant 2 min sous agitation orbitale (150 rpm)
et rincé trois fois avec de I'eau stérile pendant 1 min. lls ont ensuite été pilonnés dans un
mortier de verre dans 2 ml d'eau stérile. Des aliquotes d'un millilitre ont été diluées une

fois. (Antonella Furin, 2015)
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Figure 11.2 : Isolement des bactéries endophytes

11.4. Purification et conservation des microorganismes isolés

Dans leur environement naturel, pratiquement tout les microorganismes coexistent
avec une multitide d’autres especes .
La méthode pour purifer est I’épuisement sur boites (ou épuisement par stries),procédure
mise au point dans le laboratoire de Robert Koch. Dans cette techenique ,un échantillon
de population mixte de bactéries a été prélevé au moyen d’un fil métalique (anse de
platine ),I’anse a été d’abord stérilisée en la chauffant au rouge directement sur la flamme
d’un bec bunsen .La boucle stérilisée a été alors refroidir au contact du milieu solide.
L’ échantiollon de micoorganisme a été prélevé en touchant une colonie .La separation a
été réalisée par épuisement en stries du contenu la boucle sur la surface solide d’un gelose
en boite L ‘épuisement a été effectué en trois étapes successives permettant d’isoler des

cellules (figure)

—

Figure 04: Méthode d’isolement par stries d’épuisment
Le premier tiers de la boite a été inoculé en balayant avec ’anse la surface de la

gélose de stries.L’anse a été alors stérilisée et refroidir. L’inoculation de seconde tiers a été
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realisée par des stries en empiétant 1égérement avec ’anse la premier cadrant a fin
d’obtenir quelques cellules qui ont été étalées sur le seconde .

La repétition de cette procedure sur le troisieme secteur active la separation des bactéries.
Grace a cette procédure ,chaque microorganisme d’échantillon d’origine sera progressivent
séparé des autres et la quantité de chacun d’entre eux diminuera entre le premier et le
troisieme cadrant. A ’issue de I’étape d’épuisement par stries , les boites ont été incubées a
37°C dans une étuve .

I1.5.1dentification des isolats bactériens :

11.5.1. Caractérisation morphologique

* Examen macroscopique

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué pour 1’identification
des bactéries par 1’étude de I’aspect des colonies bactériennes (la taille ,la couleur ,la
consistance et la forme des colonies) . L aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la
durée et la température de I’incubation. Il ne pourra étre décrit convenablement qu’a partir

des colonies bien isolées.

* Etude microscopique

La coloration de Gram, est réalisée selon la technique classique (Hildebbrand et
al,. 1988). Un frottis fixé a la chaleur a été coloré pendant une minute au violet de cristal,
ensuite il a été rincé rapidement a 1’eau distillée, traité pendant une minute par une solution
de lugol, et de nouveau rincé rapidement a 1’eau distillée. Le frottis coloré a été ensuite
soumis & une étape de décoloration en le traitant avec 1’éthanol a 95% pendant 30 secondes
puis il a été rincé a ’eau distillée. Ensuite le frottis a été coloré par la fushine pendant 1
minute et aprés un bref ringage a I’eau distillée, et il a été sécher au buvard ou au-dessus de
la flamme d’un bec bunsen . L’observation a été faite au microscope optique avec un
grossissement de 1000 avec immersion. En utilisant cette coloration double, les bactéries
Gram-positif apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries Gram-négatif sont
colorées en rose (Delarras, 2007).
11.6.Caractérisation biochimique
11.6.1. Test catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
Anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui

se dégage.
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Une goutte d’eau oxygénée a été Déposee sur une lame propre. Des colonies
bactériennes ont mélangées avec 1’eau oxygénée . Un dégagement gazeux abondant sous
forme de mousse ou de bulle traduit la décomposition de dioxygene : le test catalase est
positif et s’il n’y a pas de bulles : le test catalase est négatif (Delarras, 2007).
11.6.2.Test oxydase

C’est une enzyme qui intervient dans divers couples d’oxydoréduction, I’enzyme
Recherchée est la phényléne-diamine-oxydase.Pour cela, un disque d’oxydase imbibé avec
une Goutte d’eau physiologique stérile été déposé sur une lame. Puis une partie de la
colonie a été Etalée sur le disque (Flandroits et Chomarat, 1988). Une coloration de violet
foncé apparait immédiatement sur le disque indiquant une oxydase positive. L’absence de
coloration indique que 1’oxydase est négative.
11.6.3. Test de mannitol mobilité

Ce test a éte effectué pour trois butes ; la mobilité microbienne, dégradation du
mannitol au mannose et I’aérobiose ou |’anaérobiose bactérienne. Pour ces butes
,I’ensemencement a été réalisé par piqure centrale a 1’aide d’un fil droit stérile. Ensuite, on

a incube les tubes dans une étuves a 37°C pendant 24h
I1.7. Test de solubilisation du zinc :

La capacité de la souche bactérienne & solubiliser le zinc est testée sur le milieu
BR contenant 0.1% du ZnO, Zncl comme seule source de zinc insoluble. Des cultures
pures de chaque isolat ayant montré un hallo sur le milieu BR sont ensemencées par
piqure central a la surface des boites de pétri contenant le milieu BR. Aprés incubation a
30°C pendant 48h (Beulah et al.2017). Le diametre de la zone claire et la croissance des

colonies a été mesurée pour calculer Zn efficacité de solubilisation .

ES= (DS/DC)*100

ES : efficacité de solubilisation
DS : diamétre de solubilisation

DC : diamétre de croissance
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11.8. Test de solubilisation du phosphate

La capacité des isolats a solubiliser le phosphore inorganique a été testée selon la
méthode décrite par Pikovskaya (PVK) ( Pikovskaya,1948). Les isolats sont ensemencés
par spot sur le milieu PVK solide contenant le Ca3(PO4)2 comme la seule source de
phosphore . Apres 4 a 8 jours d’incubation a 28°C, la solubilisation du P complexé est
mise en évidence par I’apparition d’un halo clair autour de la colonie. La capacité
solubilisatrice des isolats a été estimée par mesure du diamétre total (le diamétre du
halo+le diamétre de la colonie) pour chaque colonie.

L’indice de solubilisation a été calculé par la formule suivante :

IS phosphate : Diamétre de la zone halo (mm) - Diamétre de la colonie (mm) x 100

Le diamétre de la colonie (mm)

I1.10. Fixation d’azote

La détection visuelle de la fixation d’azote chez les isolats bactériennes a été
réalisée en utilisant le milieu exempt d’azote NF-MM (Nitrogéne-Free Malate-mannitol
Medium) contenant BTB comme indicateur (Herman et al., 1994) . Le milieu solide a été
ensemencé par touches a partir les isolats bactériennes et incubé a 28 +2 °C pendant 24 h.
Le virage de la couleur verte du milieu de culture vers la couleur bleue indique une fixation
d’azote positif. La zone colorée a été calculée en sous trayant le diameétre des colonies a

partir du diamétre de la zone bleue (Dobereiner et Day, 1976).

I1.11.Production de I’acide indole acétique(AIA)

La production d’AIA a été testée sur bouillon LB additionné de tryptophane
(100mg /l).Le milieu a été ensemencé avec 1 ml de culture bactérienne ( DO=0.8) et
incubé a I’obscurité a 28°C/ 96 heures dans une étuve agitée a 180 rpm, 5ml de la culture
ont éte centrifuges a 6000 tr/20 min et puis 2 ml de reactif de Salkowski ( 50ml d’acide
perchlorique & 35% +1 ml de Fe cls 0.5 M) et deux et gouttes d’acides orthophonique ont
été ajouté a 1 ml de surnageant .Aprés 30 minutes d’incubation dans 1’obscurité a
température ambiante, I’apparition d’une couleur rose indique la production d’AlA et la
densité optique (DO) a été mesurée a 530 nm en utilisant un spectrophotometre ( Jenway
6760) pour quantifier I’AIA produit (Lauiriane,2015).
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11.12. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)

La productiond’HCNpar les souches bactériennes a été testée sur milieu solide
«King B» dans lequel on a ajoute de la glycine (4.4g/l) selon la méthode de Lorck (1948).
Du papierWhatman n°1 (90mm de diameétre),imprégné d’une solution de picrate desodium
(5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium) a été dépos¢ a l’intérieur des
boitesde Pétri contenantla culture bactérienne.Ces dernieres sont scellées au parafilm et
gardéesen position inverse dansl’étuvea30°C/4.jours.Elles sontvérifiées quotidiennement
afin d’identifier les souchesHCN+.L’ apparition d’une couleur orange a rouge traduit la
production d’HCN par la bactérie productrice(Ahmad et al.,2008 ; Trivedi et
al.,2008; Abbas-Zadehetal.,2010).
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Chapitre Ill : Résultats et Discussion

I11.1. Isolement des bactéries solubilisent le zinc
L’isolement bactérien a partir du trois compartiment de la rhizosphére des plantes
(ectosphére , rhizoplane et endosphere) réalisé sur le milieu Bunt and Rovira (Annexe 01) a

permis de récolter 13 isolats.

Figure 06 : Aspect macroscopique de I’isolat DY6 sur milieu BR

111.2.Test de solubilisation du zinc

Tous les isolats bactériens ont été cultivés sur le milieu gélosé BR contenant oxyde de
zinc (ZnO) comme seule source de zinc pour tester leur potentiel de solubilisation du Zn
inorganique. Sur un total de 13 souches parmi eux 11 souches bactériennes ont montré une
solubilisation du Zn (Figure 07) et deux souches bactériennes ( DY 10, C Z 112 ) ont montré
une réponse négative vis-a-vis de la solubilisation du Zn.. L’efficacité de ces souches
bactériennes a ensuite été estimée par le calcul de I’indice d’efficacité calculé par la formule

en fonction du diamétre de la colonie et de 1’halozone.
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Figure 07: solubilisation du phosphate par isolat (DY3, DY7 ,DY8) sur milieu BR
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Figure 08 : Concentration de la solubilisation du zinc par les souches bactérienns

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure (08), on remarque une
solubilisation maximale du zinc a été obtenue chez I’isolat DY3, DY5 et DY6 avec une
solubilisation ( pg/ml) de 285,27 + 4,97 jusqu’a 303 + 6,08 de zinc libre respectivement.
L’isolats DYS8, DY9, CZ111 , CZ12 , CZ13 ,CZ14 et CZ15 ont provoqué une solubilisation
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moyennes du zinc (ug/ml) allant de 209,03 + 5 jusqu’a 256,08 + 5,63, I’isolat DY7 a observé
une faible solubilisation avec valeur 51 + 2,65.
Les résultats obtenus sont plus importantes qu’avec les résultats rapportés par (Javed et

al.2018) avec des valeurs allant 17,5 = 1,51 jusqu’a 31,9 + 1,93
111.3. Etude de certains caractéres morphologiques des isolats

Les études macroscopiques des isolats ont montré la présence de colonies de forme et
de taille variable, transparente et opaque, de couleur blanchétre et beige.

Aprés coloration de Gram, une observation microscopique des isolats bactériens (a
grossissement de 100) a été effectuée. Parmi les isolats observés 84,61% ont une forme

bacillaire et 15,38% des cocco-bacillaire.

Figure 09: Pourcentage d’isolats & Gram négatif et positif

La coloration de Gram nous a permis de différencier les bactéries d’aprés leur
couleur (rose et violet) : les bactéries a Gram positif se caractérisant par une couleur violette.
Quand aux bactéries a Gram négatif, sont identifiées par une couleur rose (Figure 09)
(Tableau 01). Les résultats obtenus montrent que 92% des souches se sont révélé Gram
négatif et 8%.sont des Gram positive.
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Figure 10 : Aspect microscopique de I’isolat DY3 ( observation microscopique ( G

x100)apres coloration de Gram)

Figure 11 : Aspect microscopique de I’isolat DY8 (observation microscopique (G x100)
apreés coloration de Gram)

La caractérisation morphologique des isolats a permis de constater que 1’ensemble des
isolats bactéries sont des bacilles et que la plupart sont des bactéries a coloration de Gram
négatif. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études qui ont montré que les bactéries de
formes bacillaires et a Gram négatif sont trés abondants dans la rhizosphére dans des plantes
(khan etal ., 2010).

111.4. Caractérisation biochimique des isolats
Pour les caractéristiques biochimiques des bactéries isolées de la rhizosphere des

Différentes plantes on a réalisé les tests suivants :
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I11.4.1. Test de catalase
Le dégagement gazeux chez les isolats sélectionnés est expliqué par la présence de
catalase, 1’enzyme est responsable de la dégradation du peroxyde dihydrogéne (H20>).

Catalase

H.0, —» Iij — » H,0+120;

les résultats obtenus ont montré que toutes les isolats sont catalase positive (tableau 01).

Figure 12 : Résultats test catalase des isolats (DY3, DY5,DY6 ,DY7,DY8 et DY9).
111.4.2. Test d’oxydase
Ce test positif (changement de couleur a violet sur les disques d’oxydase) a été détecté

chez un pourcentage élevé (85 %) des bactéries testées et 15 % sont négatives.

B

Oxydase +
85%

H Oxydase - Oxydase +

Figure 13 : Pourcentage de test d’oxydase des isolats bactériens.
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Figure 14 : Résultats test oxydase

111.4.3. Test de mobilité

Pour la mobilité ; il a été remarqué que la plupart des isolats bactériens sont
immobiles (10 des 13 des bactéries testées ne sont pas déplacées dans le milieu) alors que 3
sur les 13 des bactéries sont déplacées dans le milieu (tableau 01).

Ces résultats obtenus se différente avec les travaux rapportés par (Gerhardt et
al.,1994) ,(Dhayanithi et al.,2010,(Catherine et al.,1999) : les bactéries mobiles diffusent a
partir de la ligne d’ ensemencement, créant un trouble dans le milieu alors que les bactéries

immobiles poussent uniquement le long de la stries d’ensemencement .

Figure 15: Test de mobilité sur milieu Mannitol Mobilité des isolats (CZ11 ,CZ112 et CZ12)

29



Chapitre Ill : Résultats et Discussion

Tableau 01 : Caractérisation phénotypique et biochimique des bactéries

DY3 Coccobacille - Aérobie strict + + +
) Aéroanaérobie
DY5 Bacille - _ + + -
facultative
] Aéroanaérobie
DY6 Coccobacille - ) + + -
facultative
DY7 Bacille - Aérobie strict + + -
DY8 Bacille - Aérobie strict + + -
DY Bacille - Aérobie strict + + -
) Aéroanaérobie
CY10 Bacille - ] + + -
facultative
cz111 Bacille - Aérobie strict + + +
) Aéroanaérobie
cz112 Bacille + _ + + -
facultative
) Aéroanaérobie
Cz12 Bacille - _ + + -
facultative
cz13 Bacille - Aérobie strict + - -
czl4 Bacille - Aérobie strict + + -
cz15 Bacille - Aérobie strict + - +
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I11.5. Test des activités PGP
111.5.1. Test de solubilisation du phosphate

La capacité des isolats bactériens a solubiliser le phosphate inorganique a été étudiée
par un test qualitatif sur un milieu gelosé PVK contenant le phosphate tricalcique Caz(PO4).
comme seule source de phosphore, par la mesure de I’efficacité de solubilisation en fonction
de différents diamétres des halos transparents autour des colonies (Figure 15).

Selon les résultats obtenus, a majorité des souches bactériennes ont montré une capacité de
solubilisation du phosphate variables, seules deux souches bactériennes (CY10, C Z 112) ont

eu une réponse négative vis-a-vis de caractere.

Figure 16 : solubilisation du phosphate par des isolat bactériens (D Y 3 ,DY7 ,DY8) sur
milieu PVK
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Figure 17 : Concentration du phosphate libéré par les souches bactériennes par solubilisation

du phosphate inorganique
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La quantité de phosphore soluble libérée par les isolats bactériens dans le milieu de
culture varie entre 0 8318,67ug/ml. La solubilisation maximale a été observée chez I’isolat
DY5,DY6, DY8, CZ111 et CZ12 avec des concentration de phosphore libéré variable entre
269,35 et 318,6 ug/ml respectivement. L’isolats CZ13, CZ14 et CZ15 ont provoqué une
solubilisation moyenne du phosphate allant 254,2 jusqu’a 266,15ug/ml . La solubilisation
minimale a été observée chez I’isolats DY3, DY7 et DY9 avec valeurs qui varient entre
242,85 et 250,33. Les résultats obtenus montrent une régression non significative P
=0,94777

Les résultats obtenus varient avec les résultats obtenus par (Beulah et al. 2018) avec
des valeurs allant 8,98 * 1,25 jusqu’a 15,98 £2,12
II1.5.2 Fixation d’azote

La fixation d’azote atmosphérique a été évaluée qualitativement par la technique de
réduction de I’acétyléne. Tous les isolats ont été testé positifs par le changement de la couleur

du milieu de croissance du vert au bleu clair (figure 17).

Figure 18 : fixation d’azote des isolats bactériens (DY3, DY5, DY®6) par apport a un témoin.

La fixation d'azote est une propriété importante des PGPR qui influe considérablement
la croissance des plantes. Elle est considérée comme I'un des principaux mécanismes directs
par lequel la plante bénéficie de I'azote atmosphérique a travers l'association microbienne
(Dobereiner et Day, 1976). Les souches bactériennes fixatrices d'azote telles que
Pseudomonas et Bacillus présentent un grand intérét dans le domaine de la fixation d'azote
(Cakmakei et al., 2007). Les travaux de (Lwin et al. 2012) ont montré que des isolats

rhizosphériques identifiés comme Serratia spp. et Bacillus spp. avaient une grande capacité a

32



Chapitre Ill : Résultats et Discussion

fixer I'azote sur milieu G-NFM solide avec le BTB comme indicateur coloré (Hongrittipun et
al. 2014; Habib et al, 2016) .
I11.5.3. Production d’HCN

Tous les isolats étaient trouvé négatif pour la production d> HCN du fait que

changement de la ¢ - ‘ -'-}‘.;"i::b servé par rapport au témoin

dépourvue de la prés

Figurel9 : Production d’HCN par isolat (CZ15) résultat négatif.

Ces résultats obtenus se concordent avec les travaux rapportés par (Azadeh et al.
2012) .par contre d’autres auteurs ont rapporté une réponse positive pour la production
d’HCN (Chunxia et al., 2000).

II1.5.4. Production d’AIA

Pour I’évaluation qualitative de 1’AIA, tous les isolats ont affiché un changement de
couleur allant du rose claire au rouge, aprés ’addition du réactif de Salkowski, indiquant un
résultat positif pour AIA (tableau 02).

Les isolats DY8 ,DY7 et CZ13 ont présenté des taux de production d’AIA les plus
¢levés avec des valeurs d’AlA allant de 26,16 jusqu’a 36,35 pg /ml, des taux de production
d’AIA moyennes ont ¢été observées chez les trois isolats DY6 ;CZ111 et CZ12 avec des
valeurs d’AIA  allant de 11.06 Jusqu’a 15.68 pug/ml, les isolats
DY3,DY5DY7,CY10,CZ112,CZ14 et CZ15 ont présenté des taux de production d’AIA
faibles avec valeurs d’AIA allant de 6,31jusqu’a 8,69 pg /ml.

Le traitement statistique des résultats obtenu a démontré un effet hautement
significatif (P =0,00289) de la nature de la souche bactérienne sur la production de I’acide.
En effet selon la littérature la production de I’AIA est trés commune entre les

microorganismes de la rhizosphére ; D aprés (Zakharova et al. 1999), environ 80% des
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bactéries rhizosphériques sont capables de produire cette phytohormone. Au niveau de la
rhizosphére, la production de I’AIA par les microorganismes est effectuée a partir des
exsudats racinaires. Selon les niveaux de production de 1I’AIA, nos résultats sont proches aux
résultats obtenus par (Agueniou et Zeggaghz.2017) et inferieurs aux ceux obtenus par
(Mezaache, 2012) qui ont noté un intervalle de production de 31.5 a 57.5ug/ml en analysant la

production chez différentes especes de Pseudomonas sp.

Figure 20 : production d’AIA par isolats bactériens
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Figure 21: Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration d’AIA (Hamoum
.2022).
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Tableau 02 : Résultats et analyse statistiques de la production d’AIA , solubilisation du

phosphate et du zinc ,fixation d’azote et production HCN par des isolats testés.

DY3 7,311+ 0,09 244,82° +6,53 303* + 6,08
DY5 7,59'+ 0,04 269,35 + 2,62 298* +8,19
DYG6 11,06™+0,06 271,57° + 3,35 285,27° + 4,97
DY7 6,31%+ 0,09 242,85° + 3,15 519 + 2,65
DYS8 36,35+ 0,06 275" + 5 226,59° + 4,29
DYO9 26,16°+ 0,06 250,339¢ + 3,51 209,037 5
CY10 8,25"+ 0,42 0 0
cz11 15,68+ 0,04 276,59° + 4.13 231° £3,6
CZ112 8,699+ 0,06 0 0
Cz12 11,61°+ 0,04 318,67 +8,08 235,83¢ +5,2
Cz13 31,28+ 0,04 254,25 + 552 255,05¢ +4,22
CZz14 8,29"+ 0,04 259,17°¢ + 3,82 240,339 + 1,53
CZz15 7,31+ 0,06 26 6,15°¢ £ 5,12 256,08° + 5,63
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Conclusion

Les bacteéries solubilisant le zinc, ZSB sont fréquentes dans la rhizosphere et peuvent
étre utilisées pour augmenter la disponibilité du Zn au plantes par minéralisation du Zn
organique du sol et par solubilisation du zinc précipité .Leurs actions permettent de libérer du
zinc soluble assimilable par les racines, de maniére totalement naturelle. Malgré les grandes
recherches, 1'utilisation des micro-organismes du sol rhizosphérique reste insuffisante par
rapport & I’utilisation des pesticides et des engrais chimiques.

Concernant notre étude, 4 échantillons du sol sont prélevés de région de la wilaya de
Mostaganem (Ouled Boukhatem). Ces échantillons ont fait 1’objet d’un isolement de bactéries
solubilisant le zinc.

Au cours de ce travail, un isolement et purification des bactéries solubilisant de zinc
ont été réalisées. La mise en évidence de I’activité solubilisant de 13 isolats a permis
d’enregistrer une grande quantité de zinc allant jusqu’a : 303 ug/ml de zinc libre.

Un totale de 13 isolats ont été isolés a partir la rhizosphére. Elles ont été soumises a
une identification préliminaires par des examens macroscopiques et microscopiques et
quelques testes biochimiques. Tous les isolats ont été estimé leures capacités de solubilité du
zinc.

Les résultats obtenues dans ces testes montrent que la plupart des souches solubilisent
le zinc sur milieu BR. Les résultats varient entre 51a303 pg/ml

Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherches, ils seraient
intéressantes d’approfondir les investigations en :

- Identifiant les souches les plus performantes par exemple : (identification

moléculaires par le séquencage de I’ARNr 16s

- Testant les autres activités PGP avant et aprés mutation pour détecter les autres

améliorations.
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Annexe

Annexe 1 : Milieu de culture : (pour un volume 1L)

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

62 10170 1] 10g
AMMOoNIuM ((NH#)2S04) ... e 0.2¢g
MagNESTUM(IMOSOA). ...t 02¢g
Potassium (KCL)....ouoiiti i e 02¢g
Di potassium hydrogene phosphate (KoHPO4)........ovvviiiiiiiiiiiiiceeeeee 0.1¢g
ZNO OU ZNCL. .o e lg
N2 P 20g
0] 7
2. Composition du milieu gélose nutritif (GN) :

Peptone. ..., lg
Chlorure sodium (NaCl)... ..o e, 3g
EXtrait de IOVUIC. ...ouiiti it e 3g
EXtrait de VIAnde .......oouiiiii i 30
A AT . e 209
P 7.2
3. Composition du milieu PVK: Pikovskaya (1948) en g/l

GIUCOSE ...ttt ettt et et e b eneenneene e 109

(O T (2 PSPPI 59

(NH2)2 SO4 ..ottt 059

INBCL. bbb 0,29

MNSO.7 HaO .o 0.1g
MOSOLTHRO . ..o 0.1g
FESOATHR0 . ..o 0.002 g
] 02¢g
MNSOLAH20 . ..o e 0.04¢9
EXIrait de 1evUre. ..o 05¢g
Pourpre de bromocrésol...........uieiiiii i 0.1g
o . 1 20 g
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4. Bouillon Luria Bertani LB (g/l)

o] 011041 10g
NG . 10g
EXATAI A JBVUIE. .. et et et 5¢g
DH e 7.240.2
5. Milieu NBRIP :

L€ [ ol 0 L S SRTUSRTRPR 109

(08 T (@ . PSSR 59
(INHZ)2 SO ..ttt ettt et et e et e st et et e R e ebeebesbeebenbeebesbeaneaneas 0,19

o] 02¢g
MOCI2BN20. . . e 5¢g
MOSOL.TH20. . . e e 02¢g
0] 7
6. Composition du milieu burk N-fee :

KH 2P O s o 04¢g
Phosphate dipotassiUml.........oouiiniitiit ittt ettt et et e e 05¢g
Chlorure de CalCIUIML. ... ... e et e e e e et 02¢g
Sulfate de SOAIUML. .. ...t e 0.05¢g
Sulfate de MO.7TH2O0 . ... 0.1g
Sulfate de Ter.7H2O . ... e 0.005 g
Molybdatte SOAIUML. ... e 0.003 g
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Annexe 2 : Analyse de variance des parameétres étudiés :

zZinc :
S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 422087,5 38 11107,57
VAR.FACTEUR 1 421545,6 12 35128,8 | 1685,437 0
VAR.RESIDUELLE 2,29
1 541,906 26 20,843 4,565 %
Phosphate :
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 373692,4 38 9834,011
VAR.FACTEUR 1 373169,4 12 31097,45 | 1545,861 0
VAR.RESIDUELLE 1Lk
1 523,031 26 20,117 4,485 %
Acide Indole Acétique :
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 3737,813 38 98,363
VAR.FACTEUR 1 3737,381 12 311,448 | 18760,19 0
VAR.RESIDUELLE
1 0,432 26 0,017 0,129 |0,90%
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