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Résumé

La solubilisation du phosphate par les bactéries constitue une alternative prometteuse
pour améliorer la disponibilité de ce macronutriment dans le sol. Dans notre étude, un isolat
bactérien « LP1a » préalablement isolée par le laboratoire « LMBV », a été estimée pour sa
capacité a solubiliser le phosphate tri-calcique a 1’aide d’un test qualitatif et quantitatif.
L’estimation de la solubilisation sur milieu NBRIP a montré une concentration de phosphate
soluble atteignant 250 pg/mL. Afin d’optimiser cette capacité et d’améliorer les conditions de
culture, des approches statistiques ont ¢té utilisées. Dans un premier temps, un plan de Plackett
Burman a été utilisé pour évaluer ’influence de 8 facteurs sur la solubilisation et identifier
lesquelles sont les plus significatifs. La méthode du Steepest Ascent a été appliquée afin de se
rapprocher a la zone optimale de réponse. Par ailleurs, 1I’optimisation a permis de déterminer
un point stationnaire(Glucose = 8.723 , (NH4)2S04 = 1.549 , pH = 6.519) associé¢ a une
solubilisation maximale prédite (287,97ug/L). De méme, une prédiction des conditions

optimales conduisant a une solubilisation maximale (312 pg/L).

Mots clés : solubilisation de phosphate , BSP, Plackett Burman, surface réponse (RSM),
Steepest Ascent, ANN.

Abstract

Phosphate solubilization by bacteria represents a promising alternative for improving the
availability of this macronutrient in the soil. In our study, a bacterial isolate "LP1a", previously
isolated by the "LMBV" laboratory, was assessed for its ability to solubilize tricalcium
phosphate using qualitative and quantitative tests. The solubilization assessment on NBRIP
medium showed a soluble phosphate concentration reaching 250 pg/mL. In order to optimize
this capacity and improve the culture conditions, statistical approaches were employed. First, a
Plackett—Burman design was used to evaluate the influence of 8 factors on solubilization and
to identify which ones are the most significant. The steepest ascent method was then applied to
approach the optimal response zone. Furthermore, the optimization allowed the determination
of a stationary point (Glucose = 8.723, (NH4)2SO4 = 1.549, pH = 6.519) associated with a
predicted maximum solubilization of 287.97 pg/L. Similarly, a prediction of the optimal
conditions leading to a maximum solubilization of 312 pg/L was obtained.

Keywords: phosphate solubilization, PSB, Plackett-Burman design, RSM, steepest
ascent,
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Introduction
Le phosphore (P) est un élément nutritif trés important pour tout type d’organismes
vivants. Il représente 1’élément clé de tous les processus biologiques des plantes, tels que la
croissance, la photosynthése, la production d'énergie, les réactions d'oxydoréduction, la fixation
symbiotique de l'azote ainsi que le métabolisme des glucides. Il participe aussi a la synthese des
acides nucléiques et entre dans la composition des phospholipides, qui assurent la stabilité et

les propriétés des membranes cellulaires (Lazali et al., 2019).

Les microorganismes du sol sont parmi les étres vivants les plus répandus dans la
planéte. IIs sont présents en tres forte densité (par exemple, 10° bactéries et 10° champignons
par gramme de sol). Ils jouent un réle crucial dans de différentes fonctions, notamment ; dans
la dynamique des matiéres organiques, certains cycles biogéochimiques, et dans la

biodisponibilité des éléments nutritifs (Terrat et al., 2018).

En agriculture, les engrais en exces par rapport aux besoins des cultures s’accumulent
dans le sol. Cette accumulation, peut saturer la capacité de rétention du sol et peut constituer un
risque majeur de nuisances environnementales (Kang et al., 2011). Face a ces risques, il existe
des solutions alternatives, tels que, les bactéries solubilisant le phosphate « BSP ». Ces
microorganismes ont la capacité de convertir le phosphate insoluble, qu’il soit d’origine
organique ou inorganique, en une forme dissoute facilement assimilable par les plantes

(Olanrewaju et al., 2017).

Les BSP appartiennent a un groupe trés abondant de bactéries bénéfiques du sol,
appelées PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Beauchamp, 2005). Ces derniéres,
lorsqu’elles se développent en association avec une plante hote, elles stimulent sa croissance
par différents mécanismes. Certains sont directs (par I’apport de nutriments, comme la
solubilisation du phosphore), d’autres indirects (amélioration de la croissance racinaire, aide a
d’autres symbioses). Lorsque les PGPR sont utilisées spécifiquement pour améliorer la
disponibilité et I’absorption des nutriments minéraux par les plantes, on les qualifie de

biofertilisants (Vessey, 2003).

Pour maximiser l'efficacité des bactéries solubilisant le phosphate (BSP), l'optimisation
des conditions de culture est essentielle. De fait, de nombreux facteurs peuvent influencer
l'activité de ces microorganismes, et une compréhension approfondie de ces parametres ainsi

que de leurs interactions est nécessaire pour déterminer les conditions optimales permettant une
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solubilisation maximale du phosphate. Cependant, les méthodes classiques fréquemment
utilisées pour identifier et optimiser ces paramétres sont lentes, coliteuses et souvent
insuffisantes. Afin de surmonter ces inconvénients, plusieurs approches statistiques basées sur
des plans d'expériences sont utilisées, telles que la méthode des surfaces de réponse (Goupy &

Creighton, 2006).

L'objectif principal de ce travail est d’étudier et d’évaluer I’influence de certaines
conditions de culture sur la solubilisation du phosphate , d’optimiser ces conditions afin de

maximiser la solubilisation du phosphate, de développer un mod¢le prédictif



Chapitre 1 :

Revue
bibliographique



Chapitre I : Revue bibliographique

I.1. Rhizosphere
I.1.1. Etymologie

Le terme scientifique « rhizospheére » a été introduit pour la premicre fois par un
agronome et spécialiste allemand en microbiologie du sol ; Lorenz Hiltner en 1904 (Hartmann
et al., 2008). En étymologie ; « rhizo » désigne la racine de la plante et « sphére » ou sphaira
signifie une balle, un ballon, un globe ou elle peut étre définie comme un champ d'influence du

systéme racinaire (Monaco et al., 2024).

1.1.2. Définition

La rhizosphére est une fraction du sol qui peut étre considérée comme une région
particulierement colonisée par des différents microorganismes. Cette partie du sol peut étre
définie comme la fine couche de sol de 1’ordre de quelques millimétres, qui entoure la racine
de plante, elle se caractérise par des interactions biologiques et écologiques extréme (Bais et
al., 2006). L’interface racine-plante est trés riche en substances biologiques connues sous le
nom des exsudats racinaires, ce qui favorise et stimulent la croissance microbienne (Rovira,
1969). La rhizosphere comporte trois parties distinctes (Fig.1) ; ’endorhizosphére, une partie
colonisée par certains microorganismes endophytes; le rhizoplan qui désigne la surface de la

racine; et I’ectorhizosphere qui décrit le sol qui entoure la racine (Lynch, 1987).

soil

,\ XA
« Root
@ hair

SC ARG
Vascular § PN
Tissue ! m .
\Endorhizospliele 7

Figure 1 : Représentation schématique des zones de la rhizosphére selon Lynch (1983).

1.2. Rhizobactéries

Dans la rhizosphére se développe un divers groupe de bactérie, connues sous le nom de
rhizobactéries ou les bactéries rhizosphériques, elles se trouvent dans la partie du sol qui entoure

les racines. Ces bactéries peuvent influencer cette portion du sol par leurs activités métaboliques

4
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(Andrade et al., 2023) ainsi que leur capacité de s'y multiplier et de compétitionner avec les
autres microorganismes pour coloniser cette niche riche en nutriments. Ces bactéries, néfaste
ou neutre, sont appelées les PGPR ; Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Beauchamp,

2005).

1.3. Bactéries promotrices de la croissance des plants (PGPR)

1.3.1. Définition

Kloepper et Schroth sont les premiers qui ont introduit le terme « PGPR » (Kloepper,
1978), un groupe qui désigne les bactéries bénéfiques pour la plante et colonisent les racines.
Elles sont connues pour leur capacité a favoriser la croissance des plantes et a améliorer le

rendement des cultures, donc elles peuvent étre considérées comme des agents utiles en

agriculture (Saharan & Nehra, 2011).

1.3.2. Mécanismes d’action des PGPR

La stimulation de la croissance par les PGPR repose sur deux types de
mécanismes (Glick & Bashan, 1997); un mode direct qui sert a apporter des différents
composés ou des métabolites de la bactérie et de fournir certains nutriments, tels que la
production des phytohormones, la fixation d’azote (R. Kundan, 2015) et la solubilisation du
phosphate (Olanrewaju et al., 2017). Concernant le mode indirect, un effet bénéfique est
exercé en prévenant les pathogeénes par de nombreux mécanismes (Beauchamp, 2005), tels que

la production des métabolites secondaires antagonistes comme les antibiotiques et le cyanure

(HCN) (Fig.2).

Augmentation de - " Production de
I'absorption des minéraux — o sidérophores
2
8 8
(] = Résistance systémique
( N ) Fixation de I'azote i k<] % indui);e #
i) = 4
0
- © o |4
£ £
y Promotion de la c R Production
croissance des plantes 8 % d’antibiotiques
@ 9
= =
Colonisation — ~— L % Production
racinaire - é‘t d’enzymes lytiques

Colonisation Rhizobactéries
racinaire (PGPR)

Figure 2 : Mécanismes d’action des PGPR (Ngoma et al., 2012).
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I.4. Généralités sur le phosphate

Le phosphate est un élément chimique non métallique largement répandu dans la nature
(Beaudin, 2006), il représente un macronutriment indispensable a la nutrition des plantes (Yin
et al., 2015). Dans le sol, une grande partie du phosphate se trouve sous une forme insoluble :
les phosphates minéraux comprennent la fluorapatite, l'hydroxyapatite, 1'oxyapatite, la
chlorapatite, la wavellite et la monétite, tandis que les phosphates organiques sont
principalement des inositol phosphates. La faible mobilit¢ du phosphate dans le sol peut
entrainer un épuisement autour des racines (Lapeyrie ef al., 1991). Le phosphate joue un rdle
important dans les cycles biologiques, bien que sa disponibilité dans le milieu représente un
facteur limitant majeur pour les organismes vivants dans le sol, notamment pour les plantes
(Plassard, 2015). Ceci peut étre dii a I’assimilation d’une grande fraction du phosphate sous

les deux formes ioniques HPO4*~ et H.PO4™ (Beever & Burns, 1981).

\\\

Dégradation

c %
Solubilisation =] e
2 =
gl =z
Q0 ]
< >
Désorption Immobilisation

P minéral — P Seponiide —->E P organi
(' -10 p-) organique
Adsorption Minéralisation
Précipitation
(Fe, Al, Ca)

Figure 3 : Formes et disponibilité du phosphore dans le sol (Lazali et al., 2019).

1.4.1. Formes du phosphate

La classification des différentes formes du phosphate dans le sol s’effectue selon
plusieurs critéres ; la nature des composés phosphorés, le fractionnement chimique et I’échange
ionique. La nature des composés phosphoré constitue le critere de base permettant de
différencier le phosphate organique du phosphate inorganique (Pereda Campos, 2008). Par
ailleurs, le phosphate inorganique dans le sol est majoritairement fixé par le fer et I’aluminium

dans les sols acides, et par le calcium dans les sols neutres et calcaires. Cette immobilisation
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diminue sa solubilité et favorise les processus de précipitation et d'adsorption (Gyaneshwar et
al., 2002). Le phosphate organique comprend les inositol phosphates, les phospholipides, les
acides nucléiques ainsi que divers autres esters phosphatés, tous issus de la minéralisation de la
matiere organique (Marschner et al., 2011). Les formes du phosphore solubles dans le sol

plantes sont les ions orthophosphates (H2PO4™ et HPO4*) (Beever & Burns, 1981).

1.4.2. Mécanismes de solubilisation du phosphate
Les PSB sont capables de solubiliser le phosphate le phosphate en utilisant plusieurs

mécanismes (Fig.4) :

Acid-Ca, +HPO,  Ca,+H,PO,

L g

Chelation Acidification

Ca; + HyPO, r—\ /——» EPS-Ca* + H,PO,
Ca,PO,

H* ion excretion / Acid production \ EPS production
\ T / Siderophore-Fe + H,PO,

Phosphate Solu.blllZlng ——> Siderophore production
Microorganism \

l Fe-PO,
Phosphatase/ Phytase enzyme

N

(R-H,POy) (R-OH) + H,PO,
Organophosphorus Alcohol

Figure 4 : Mécanisme de solubilisation des phosphates inorganique et organiques par

les microorganismes (Prabhu et al., 2019).

1.4.2.1 Solubilisation du phosphate inorganique

La solubilisation des complexes calcium-phosphate par les microorganismes
solubilisant le phosphate (MSP) repose sur leur capacité a acidifier leur micro-environnement,
que ce soit via la sécrétion d'acides organiques ou l'excrétion de protons. Les acides organiques
produits agissent de deux manieres ; d'une part, ils dissolvent directement le phosphate minéral
par échange anionique (substitution de PO+* par un anion acide) ; d'autre part, ils chélatent les

ions fer et aluminium associés au phosphate (Stevenson, 2005).

Des différents acides organiques sont synthétisés par les BSP, incluant l'acétate, le

lactate, 'oxalate, le tartrate, le succinate, le citrate, le gluconate, le cétogluconate et le glycolate

7
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(Gyaneshwar et al., 2002). La solubilisation du phosphate peut étre assurée par la production
des acides inorganiques ; les acides sulfurique, nitrique et carbonique, produits par les bactéries
nitrifiantes et soufre-oxydantes, participent également a la solubilisation, bien que leur

efficacité soit négligeable par rapport a celle des acides organiques (Prabhu et al., 2019).

1.4.2.2. Solubilisation du phosphate organique
La solubilisation du phosphore organique dans le sol repose principalement sur I'action
d'enzymes microbiennes tels que les Phosphatases, les Phytases et les Phosphonatases (Prabhu

et al., 2019).

1.4.3. Importance du phosphate pour les plantes

Le phosphate joue un réle crucial dans la croissance et le développement des plantes. Il
remplit plusieurs fonctions vitales (Prabhu et al., 2019) ; il participe dans de nombreux
processus physiologiques , notamment le métabolisme énergétique (syntheése d'ATP), la
biosynthese des composants structuraux de la cellule (membranes phospholipidiques, ADN et
ARN), la respiration, la photosynthése, la division et l'expansion cellulaires, ainsi que la
croissance racinaire. Une déficience en phosphore se manifeste par une altération de la qualité
des produits agricoles, un ralentissement de la croissance foliaire et des pousses, une sensibilité

accrue aux maladies, un retard de maturation et une absorption réduite des nutriments.

1.4.4. Facteurs influencant la solubilisation du phosphate

La solubilisation du phosphate peut étre influencée par des différents facteurs, tels que
les interactions microbiennes, le type de végétation et de plante, la richesse nutritionnelle, les
conditions écologique, y compris la température et I’humidité, la zone climatique (les climats
chauds et humides peuvent influencés la solubilisation de maniére progressive), ainsi que les

propriétés physicochimiques du sol (Alori et al., 2017).
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II.1. Matériel et méthode
II.1.1. Cadre de ’étude

Ce travail a été effectué¢ au niveau du laboratoire de recherche de microbiologie et de

biologie végétale appartenant a I’Université « Abdelhamid Ibn Badis » de Mostaganem.

I1.1.2. Isolat utilisée

L’isolat « LP1a », identifi¢ comme étant Pantoea agglomerans et utilisée dans le cadre
de ce travail a été obtenue a partir de la collection du laboratoire d’accueil. Cet isolat a été
préalablement identifiée par 1’analyse moléculaire basée sur le séquencage du géne codant pour

I’ARNrl6S.

I1.1.3. Réactivation de I’isolat bactérien

Avant chaque test ou expérimentation, 1’isolat utilisée a été réactivé par ensemencement
en stries sur milieu de GN (Annexe I) préalablement coulé dans des boites de Petri. Les boites
ont été incubées a une température de 30°C pendant 24h, afin d’obtenir une culture bactérienne
fraiche et active. Cette réactivation a été suivie par la préparation d’un inoculum ajusté a 0,5

McFarland (Fig.10).
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Figure 10 : Schéma représentatif de la réactivation et de la préparation d’inoculum.
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I1.2. Evaluation du potentiel de solubilisation du P par I’isolat
« LPla»

I1.2.1. Estimation qualitative

Le pouvoir solubilisant de la bactérie a été¢ estimé qualitativement en ensemengant un
milieu de gélosé¢ de Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) (Annexe I) contenant le TCP comme
I’unique source de phosphate insoluble . L’ensemencement a été réalisé€ par un spot de la culture
pure au centre du milieu . La boite a ensuite été¢ incubée a 30°C pendant 7 jours. La capacité de
solubiliser le phosphate a été révélée par 1’apparition d’un halo transparent autour de la colonie
(Fig.11). Le diamétre de la colonie ainsi que celui du halo ont été mesurés, ’indice de

solubilisation (IS)a été calculé selon la formule suivante (Edi Premono, 1996) ;

diamétre de la colonie + diamétre de l'halo

Indice de solubilisation = — -
diametre de la colonie

@ Incubation
N\
\ \ 3
-~
| ) S =
/> 4
Flambage de Prélévement de Dépot de la g 30 °C z 7 i
@ I'anse @ 1a bactérie @ culture Jours

@ La mesure du halo

Figure 11 :Schéma représentatif de I’estimation qualitative de la solubilisation du phosphate.

I1.2.2. Estimation quantitative

Le pouvoir solubilisant de la bactérie a été estimé qualitativement en utilisant le milieu
NBRIP liquide (National Botanical Research Institute's phosphate Growth medium) ;
(Nautiyal, 1999) (Annexe I). Pour cela, un erlenmeyer contenant 50 mL de milieu NBRIP a
¢été¢ ensemencé avec 1 mL d’inoculum bactérien, préalablement ajusté a une turbidité de 0,5
McFarland. La culture a ensuite été incubée a 30 °C et placée sous agitation constante a 160
rpm, pendant 7 jours. Au terme de I’incubation, la culture a été centrifugée a 6000 rpm pendant

20 minutes.
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Cette quantification a été réalisée selon une méthode colorimétrique de jaune vanado-
molybdate (Jackson, 1958) afin de déterminer la quantité du phosphate soluble, un volume de
1 mL de surnageant soigneusement prélevé a ét¢ introduit dans une fiole jaugée de 50 mL , puis
mélangé avec 2,5 mL du réactif de Barton (Annexe II). Le volume du mélange a ét¢ complété
a 50 mL avec de I’eau distillée. Aprés un temps de réaction de 10 minutes a une température
ambiante, permettant le développement de la coloration jaune, 1’absorbance a été mesurée a une
longueur d’onde de 430 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible « JENWAY 6715 »
(Fig.12). La teneur en phosphate solubilisé a été exprimée en pg/mL a partir de I’équation de

régression linéaire obtenue par une courbe d’étalonnage (Annexe III).

Centrifugation 4 6000tr/
° min de 5ml du milien
pendant 20min

Barton + 1 ml de

2,5 ml de réactif de ’

@Incubationél'obsmritépendam Lecture de la DO 4 430 nm
10min

Figure 12 : Schéma illustratif de I’estimation quantitative de la solubilisation.

20



Chapitre I1 : Matériel et méthodes

I1.3. Optimisation de la solubilisation du phosphate

I1.3.1. Plan de Plackett-Burman

Un criblage par le plan de Plackett-Burman (Plackett & Burman, 1946) a été réalisé
afin d’identifier les facteurs influengant significativement la solubilisation du phosphate par
I’isolat « LP1a ». Chaque variable a ét¢ étudiées a deux niveaux codé€s ; un niveau bas (-1) et

un niveau haut (+1),
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ChaPitre III : Résultats et discussion

II1.1. Evaluation du potentiel de solubilisation du phosphate par
Pisolat LP1a

II1.1.1. Estimation qualitative
La capacité a solubiliser le phosphate par I’isolat « LP1a » a été évaluée par 1’apparition
d’un halo clair et transparent autour de la colonie, observé apres 7 jours d’incubation a 30°C et

par la mesure de I’indice de solubilisation en fonction du diamétre du halo.

L’isolat bactérienne a montré une capacité¢ de solubilisation du phosphate sur milieu

PVK, caractérisée par la formation d’un halo clair autour de la colonie (Fig.14).

Figure 14 : Test qualitatif sur milieu PVK.

Le test qualitatif a mis en évidence la capacité de I’isolat étudi¢ a solubiliser le phosphate
insoluble, avec un indice de solubilisation de 4,4. Cette valeur est nettement supérieure a celles
rapportée par plusieurs auteurs. Soliman et al. (2025) ont obtenu une IS = 1,6 tandis que, Amri

et al. (2023) a rapporté des valeurs de IS comprises entre 2,14 a 3,51.

II1.1.2. Estimation quantitative
La capacité de solubilisation du phosphate par I’isolat a été évaluée quantitativement

par la méthode de jaune de vanado-molybdate dans le milieu NBRIP (Fig.15).

Apres incubation a 30°C pendant 7 jours, la quantité de phosphate soluble libérée a été

déterminée par la spectrométrie a 1’aide d’une courbe d’étalonnage.

27



ChaPitre III : Résultats et discussion

Figure 15 : Test qualitatif sur milieu NBRIP.

L’¢évaluation quantitative de la solubilisation en milieu liquide NBRIP a révélé une
concentration ¢élevée de phosphate soluble atteignant 250 pg/mL. Lebrazi et al. (2020) ont
enregistré une valeur maximale de 782 pg/mL, supérieure a celle obtenue par Pantoea
agglomerans. De plus, ces résultats sont inférieurs a ceux rapportés en milieu PVK liquide avec
une valeur de 280 pg/mL pour Pseudomonas sp et supérieurs a la valeur 136 pg/mL pour
Enterobacter sp, indiquant une activité plus modérée de ses souches Suleman et al. (2018). Par
ailleurs, K.S. Baig (2010) a marqué une large gamme de solubilisation allant d 0 a 753 pg/mL,
les valeurs basses étant considérées comme une faible capacité de solubilisation, ce qui classe

notre résultat dans la catégorie des souches peu performantes.

II1.2. Criblage des facteurs affectant la solubilisation de phosphate
II1.2.1. Plan de Plackett-Burman

L’effet de 8 facteurs sur la solubilisation du phosphate a été étudié et criblé par un plan
statistique de Plackett-Burman. Ce plan est couramment utilisé pour le criblage des facteurs
influencant la production des différents métabolites, tels que la production de lipase (Vasiee et
al., 2016). Dans cette étude, 12 essais avec 3 répétitions ont été réalisés afin d’évaluer 1’effet
des 8 facteurs sur la solubilisation de P. les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

correspondant (Tab.3), ainsi que les essais en variables codées sont mentionnés en Annexe [V.

Parmi les huit facteurs étudiés, 3 facteurs (glucose, (NH4)2SO4, pH) ont montré un effet

significatif sur la solubilisation du phosphate, tandis que d’autres n’influencent que faiblement
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cette réponse. Ce qui est confirmé par I’analyse statistique basée sur 1’équation de régression
ainsi que I’analyse de la variance (ANOVA). Le tableau 4 a permis d’identifier et de classer les

facteurs significatifs
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Conclusion

Les bactéries solubilisant le phosphate (PSB) jouent un ro6le majeur dans la mobilisation
du phosphate dans le sol et représentent une alternative biologique prometteuse pour améliorer
la fertilité¢ des sols et réduire 1’utilisation des engrais chimiques. Dans ce contexte, le présent
travail s’est intéressé a I’évaluation et a I’optimisation de I’activité de solubilisation d’un isolat

bactérien déja identifié par le laboratoire.

Dans un premier temps, des tests qualitatifs et quantitatifs ont permis de confirmer la
capacité de cet isolat a solubiliser le phosphate tricalcique (TCP) en milieu solide et liquide.
Afin d’améliorer cette activité, une démarche d’optimisation a ét€¢ mise en ceuvre. Pour cela, un
plan de plackett Burman a été utilisé pour cribler 8 facteurs expérimentaux et identifier ceux
ayant un effet significatif sur la réponse. Cette méthode a permis de retenir trois parameétres les
plus influents (glucose, le pH avec un effet négatif sur la solubilisation et le sulfate
d’ammonium avec un effet positif). Par la suite, la méthode du Steepest Ascent a été utilisée
afin de déterminer la direction d’amélioration de la réponse et de se rapprocher de la région

optimale des conditions expérimentales.

A la suite de I’identification des facteurs et de la région optimale, une méthode plus
précise a été réalisée. La méthodologie est basée sur un plan compositepermettant de modéliser
les interactions entre les facteurs et de déterminer un domaine optimal pour la solubilisation du
phosphate. Les résultats ont montré que la réponse est principalement influencée par effets

quadratiques.

Dans I’ensemble, cette étude met en évidence 1’efficacité des approches statistiques et
de I’intelligence artificielle pour 1’optimisation des conditions de cultures et la compréhension

des mécanismes de solubilisation du phosphate par les bactéries rhizosphériques.

Malgré les résultats encourageants obtenus, certaines limites doivent étre prises en
considération. Ces résultats restent principalement basés sur des conditions in vitro, qui ne
reproduisent pas entiérement les interactions complexes présentes dans I’environnement
naturel. De plus, la variabilité des performances des performances microbiennes en conditions
réelles peut affecter la stabilité et la reproductibilité de la solubilisation. Pour cela, il serait
intéressant d’évaluer les performances de cet isolat en conditions contrdlées puis en conditions
de champ afin de valider son efficacité¢ in vivo. Des études complémentaires pourraient

¢galement étre envisagées pour approfondir les mécanismes moléculaires impliqués dans la
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solubilisation du phosphate et comprendre davantage les interactions entre la bactérie et la
plante hote. Par ailleurs, 1’¢largissement du criblage a d’autres souches rhizosphériques pourrait

permettre d’identifier des souches plus performantes.
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Annexes



Annexe I

Composition des milieux de culture

> Milieu Gélose nutritive(GN)

PEPLONE......ooiiiiiiii e 10g
Extrait de viande .........ccccoccvvveiieieiiennn 30
Extrait de levure........cccooevveeeiveiecieinn, 30
NACH ....oeiiii e, 59
AQAr....ooiii 209
Eau distillée.......c.ccevveveieiiieiine 1000mL

PH=7,0+0,2
Stérilisation a 121°C pendant 20 min.

> Milieu Pikovskaya (PVK) (Pikovskava, 1948)

GIUCOSE.....eeecieeececeer s 10g
Extrait de levure........cccoocovveveiiciieennenn, 059
KCloee e 0,29
NACH ..., 0,29
(NHy4)2 SOy 0,5g
MOSO4.7TH20 ..., 0,1¢
MNSO4H0 .o 0,002¢
FESO4 ..o, 0,002g
(08, B (@ ) TR 59
AGAN i 209
Eau distillée.......c.ccovveveieiiieince 1000mL
PH =7,0

Stérilisation a 121°C pendant 20 min.



> Milieu NBRIP (National Botanical Research Institut’s Phosphate medium)
(Nautiyal, 1999)

GIUCOSE. ...t 10g
MQCly, BHL0 ... 509
Ca3 (PO4) .o 5¢g
MGSO4, TH2O oo 0,259
Kl 0,2g
(NH4)2 SO4 e, 0,1g
Eau distillée............cooeiiiiiiice 1000 mL
pH=7

Stérilisation 120°C pendant 20 minutes.



