République Algérienne Démocratique et Populaire

Université Abdelhamid Ibn
Badis-Mostaganem
Faculté des Sciences de la
Nature et de 1a Vie

oy G paall v daala
é‘#-’
Blall g Aaglal) o gle A4S

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
Présenté par

Mlle.Elmeddah Nawal

Mlle.Kassous Amina

Pourl’obtention du dipléme de

MASTER ENBIOLOGIE
Spécialité: BIOTECHNOLOGIE DES MICROORGANISMES

THEME

4 N

Effet du stress salin sur la croissance
et la solubilisation du phosphate par
des rhizobacteries

- J

Soutenu publiquement le : 30/05/2016

DEVANT LE JURY

Président DJIIBAOUI R. M.C.AU. Mostaganem
Encadreur BOUZNAD A. M.C.B U. Mostaganem
Co-encadreur CHIBANI H.R. Doctorante U.Mostaganem

Examinateur MEKHALDI A. Pr. U. Mostaganem







Introduction Générale

Le phosphore est un élément essentiel entrant dans la constitution de toutes les cellules vivantes,
c’est un nutriment indispensable et irremplacable pour les besoins vitaux des plantes. Il joue un
role important dans le transfert d'énergie nécessaire a la croissance et I'amélioration de la
productivité des végétaux. Il se trouve dans I’environnement sous organique et

inorganique.(Khan et al,.2010)

Son contenu dans le sol ne dépasse généralement pas les 0.12%, seulement 0.1% de ce P
total existe sous la forme inorganique soluble facilement assimilable par les plantes (Goldstein,
1994).

La salinité du sol est considérée comme un facteur de stressréduisant la diversité des
microbes en affectant leurs fonctions et leurs activités(Moradiet al., 2011), De fagcon générale,
les taux elevés de salinité inhibent la croissance de nombreuses bactéries du sol (Polonenkoet
al., 1986). A fin qu’il réduit significativement I'absorption des nutriments des plantes, en
particulier I'absorption de phosphate, qui se précipite avec les ions Ca dans les sols salins
(Grattan et Grieve, 1999).

Les bactéries solubilisant le phosphate, PSB (Phosphate SolubilizingBacteria) sont
fréquentes dans la rhizosphere et peuvent étre utilisées pour augmenter la disponibilité du P au
plantes par minéralisation du P organique du sol et par solubilisation des phosphates précipités
(Kuceyet al.,1989; Pradhan et Sukla, 2005). La capacité de ces micro-organismes a convertir
le phosphore insoluble en forme accessible est un trait important a la promotion de la croissance
des plantes par les rhizobactérie. l'utilisation des bactéries favorisant la croissance végétale
(PGPR) peut se révéler utile dans I'élaboration de stratégies pour faciliter la croissance des
plantes dans des sols salins (Mayaket al., 2004; Kohleret al., 2009).

L’adaptation des PGPR aux fortes concentrations en sel est due a leur faculté de synthése
ou de transport a partir du milieu externe des solutés compatibles ou d’osmoprotecteurs. Ceux-
ci ont pour réles d’osmorégulation et protection cellulaire contre divers types de stress
abiotique. (Rhodes et Hanson, 1993).
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Introduction Générale

L’objectif de notre présente étude Consiste a I’évaluer de I’effet de stress salin en utilisant
différentes concentration de NaCl sur la croissance et la solubilisation de phosphate par des
rhizobactéries solubilisant le phosphate isolées du sol salin.

Nous avons divisé notre travail en deux grandes parties :

La premiére partie, est consacrée a une étude bibliographique ou un bref rappel comporte
deux chapitres, dans le premier chapitre nous avons rassemblé I’essentiel des recherches
effectuées sur les microorganismes solubilisant le phosphate et le mécanisme de solubilisation.
Le deuxiéme chapitre donne un apercu sur la salinité et son effet surles PGPR, ainsi que la

tolérance de ces bactéries au stress salin.

La seconde partie estune partie pratique qui est diviséeen deux principaux chapitres : le
premier est réservé au matériel et méthodes pour expliquer les conditions expérimentales dans
lesquelles est réalisée notre essai ainsi que les différentes méthodes d’analyses utilisés. En fin
un dernier chapitre qui représente les différents résultats obtenus et leur discussion allant & une

conclusion génerale.
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Chapitre | Le phosphore

1. Généralités sur le phosphore

La découverte du phosphore remonte a 1669 par I’alchimiste hambourgeois Henning
Brandt (1669).c’est probablement le seul élément isolé initialement dans de la matiere
organique animale, puis végétale, le phosphore est le 11eme élément par ordre d’abondance
dans les roches crustales et le 15°™ dans la classification périodique des éléments (Bernard,
1994).

Le Phosphore (P) est un élément essentiel de tous les organismes vivants. Chez les
végetaux, il joue un rdle essentiel dans de nombreux processus biologiques comme la
croissance, la photosynthése et la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique (Lindsay,
1979). Il entre dans la composition des acides nucléiques et donc dans la composition de
I’ADN ou est inscrit le code génétique, ainsi que dans celle de I’ARN qui permet la
transcription de I’information génétique en protéines. 1l est impliqué dans les transferts
d’énergie a I’intérieur des cellules par I’intermédiaire de molécules telles que I’ATP. Il entre
dans la composition des phospholipides qui contrblent la stabilité et les propriétés des

membranes cellulaires (Marschner, 1995).

Bien que le contenu en P total «inorganique et organique » des sols ne dépasse
généralement pas les 0.12%, seulement 0.1% de ce P total existe sous la forme inorganique
soluble facilement assimilable par les plantes (Goldstein, 1994). Il peut exister sous plusieurs
formes comme les phytates et polyphosphates faiblement biodisponibles et formant des
complexes avec des cations, a I’origine de certaines limitations en minéraux importants pour

la nutrition des plantes (Dalal, 1977).

1.1. Les différentes formes de phosphore dans le sol

Les formes du phosphore dans le sol sont multiples et variées, La présence de chacune
de ces formes dépend des conditions d'acidité, d'alcalinité ainsi que de l'activité biologique du

sol considére. Une premiére approche, permet d'identifier les formes suivantes :

1.1.1. Le Phosphore total
Les plus grandes parties du P sont liés a la phase solide du sol, sous forme minérale ou
organique I’importance relative de ces compartiments varie selon le type d’écosysteme.
Dans le sol cultives de longue date, environ 3/4du P du sol est sous forme minérale et

1/4 est sous forme organique (Michel et al ., 2011).
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Chapitre | Le phosphore

La quantité de phosphore présente dans un sol est donc la conséquence directe de la
richesse de la roche mére. Mais la connaissance de cette quantité ne donne gu'une indication
tres imparfaite sur l'aptitude du sol a fournir du phosphore aux végétaux et a satisfaire leurs

exigences (Peredacampos, 2008).

1.1.2. Le phosphore minéral

La partie du phosphore dite inorganique (minérale) peut constituer une part importante

(si non Majoritaire) des réserves en phosphore du sol (Drouet, 2010).

1.1.2.1. Phosphore peu soluble « preécipité »

Ces composés sont représentés généralement par les phosphates calciques (P-Ca), les
phosphates de fer (P- Fe) et d’aluminium (P - Al) et les Fluorapatite (Cas(PO4)sF) sont les
formes les plus couramment rencontrées sous forme de minerai et de compose de la plupart

des sols cultivés (Hountin, 1996).

1.1.2.2. Phosphore échangeable

Ce sont les ions phosphoriques adsorbés sur le complexe du sol ; ils participent aux
échanges constants (sol-solution) et constituent I’essentiel du «pool alimentaire » des plantes
(Fardeau, 1991).

Les phénoménes d'adsorption et de desorption présentent des cinétiques rapides par
rapport aux réactions de précipitation ou de dissolution ; pour cette raison, ils contrélent les
concentrations de phosphore dans la solution du sol et par conséquent, sa mobilité et sa
biodisponibilité (Razi, 2006).

1.1.3. Le phosphore organique

On retrouve ces composés dans la matiére organique fraiche et I'numus. Dans les sols
cultivés de longue date, sa proportion varie entre 25 et 30 % du phosphore total (Fardeau,
1993), les principales formes organiques sont la phytine, les nucléoprotéines, les acides

nucléiques, les phospholipides et les sucres phosphorylés (Mortensen et Himes, 1964).
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Chapitre | Le phosphore

1.1.4. Phosphore assimilable

Ces les fractions du phosphore absorbé facilement par la plante .Les végétaux absorbent
le phosphore sous différentes formes anioniques : PO43, HPO42, H2PO™ .certains de ces
anions se trouvent dans la solution du sol, d'autres sont adsorbés sur les surfaces externes des
minéraux argileux, Les anions adsorbés sont rapidement mobilisables vers la solution du sol.
Cette quantité de phosphore assimilable est trés variable selon la période de temps considérée

comme nécessaire pour alimenter la plante (Pierzynski et al., 2000).

1.2. Cycle biogéochimique du phosphore dans le sol

Au contraire du carbone et de I’azote. Qui peuvent étre tirés de I’atmosphere. Le
phosphore ne peut provenir que de la désagrégation des roches qui contiennent du phosphate
(Cohen et al., 2010) .

La dynamique du phosphore (P) dans les écosystémes cultivés est représentée par un
cycle biogéochimique (Figure.1) qui intégre les réserves et les mécanismes de transformation
du P dans le sol, et les différents flux impliqués dans le transfert du P vers les compartiments

de I’écosystéeme.

Le P peut étre ajouté au sol sous forme d’engrais minéraux ou de ferme « fumier,
lisiers », d’amendements organiques « composts, boues d’épuration, biosolides papetiers », ou
de résidus de cultures. Dans le sol, le P existe sous différentes formes qui interagissent via
différents mécanismes physico-chimiques, biologiques et biochimiques impliquant des
réactions d’adsorption et de désorption, de précipitation et de dissolution, de minéralisation et
d’immobilisation (Figure 01). Le cycle biogéochimique du P inclut aussi des flux de P sous
forme de prélévements par les plantes, et des pertes par érosion, ruissellement de surface et de
profondeur, lessivage et drainage (Kleinman et al., 2009; Haygarth et al., 1998).
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Chapitre | Le phosphore
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Figure 01 : cycle du phosphore dans le sol (adapté du pierzynski et al., 2005).

1.3. Le transport de phosphore dans la plante

Lors de son prélevement par une plante, le Pi doit affronter deux obstacles. D’une part,
il doit étre transféré contre un gradient de concentration puisqu’il est présent a des
concentrations comprises entre 0.01 et 0.1mM dans les solutions de sols agricoles, alors que
dans les cellules de la racine sa concentration atteint des valeurs comprises entre 5 et 20 mM
(Raghothama, 1999).

D’autre part, Pi doit étre transféré contre un gradient électrochimique puisque, comme
la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique, Pi sont chargés négativement « le Pi est
présent sous la forme de H2PO* ou HPO42 dans la solution du sol ». Pour résoudre ce
probléme, les plantes prélévent leur Pi par I’intermédiaire de protéines de type H+-ATPase
qui permettent le Co-transport de H+ et de Pi depuis le milieu extracellulaire vers I’intérieur
de la cellule. Trois types de transporteurs ont été identifiés : Phtl, Pht2 et Pht3.

Les transporteurs de type Phtl sont divisés en trois sous-groupes, i) ceux exprimés dans
les parties aériennes et dans les racines, ii) ceux exprimés spécifiguement au niveau des
cellules du rhizoderme et dans les poils absorbants lorsque la plante souffre de carence en Pi
et iii) ceux exprimeés dans les cellules du cortex racinaire au contact desquelles se développent
les arbuscules des champignons endomycorhiziens (Rausch et Bucher, 2002 ; Rausch et al.,
2001).
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Chapitre | Le phosphore

Le prélevement de Pi par la racine entraine I’apparition d’une zone de déplétion au
voisinage de la racine, dans laguelle la concentration en Pi en solution est beaucoup plus
faible que celle observée dans la solution du sol éloignée de la racine. (Huguenin- Elie et al.,
2003), puisque cet ion est trés fortement adsorbé sur les particules de sol. Une fois dans les
cellules de la racine, le Pi peut étre soit utilisé dans le metabolisme cellulaire, soit étre perdu
par efflux vers I’apophase, ou alors étre transporté par voie symplasmique dans le xyléme. Le
Pi est alors véhiculé vers les parties aériennes avec le flux évaporatif, puis il est transporté
vers I’intérieur des cellules foliaires ou des tiges pour participer a leur métabolisme. Le Pi,
ainsi que des formes organiques de P, peuvent ensuite étre transférés dans le phloeme et

transportés vers d’autres organes non transpirants. (Rausch et Bucher, 2002).

1.4. Role du phosphore dans la plante

Le phosphore joue également plusieurs roles dans la vie des plantes. Il est considéeré
comme un constituant essentiel des chromosomes, il intervient partout ou il y a multiplication
cellulaire d'ou I'importance du phosphore dans les phénomenes de croissance et de
reproduction. Il joue également un role déterminant dans le transfert d'énergie, il est
indispensable a la photosynthese et aux processus chimico-physiologiques de la plante

(Lambert, 1979). Le phosphore participe aussi dans les fonctions suivantes :

e Maturation des grains : Pour les céréales, des teneurs élevées en phosphore réduit le temps
de maturité et donne une paille plus solide.

e Formation des graines nécessite du phosphore : des quantités importantes de phosphore
sont stockées dans les semences.

e Stimulation de la croissance des racines : Un apport localisé de phosphore (et nitrate)
entraine une prolifération des racines dans cette zone. Par contre, on a constaté moins de

réponse de la racine a des apports localisés de potassium ou d'ammonium.

Il a été montré que le phosphore améliore la réponse de plusieurs cultures a la
fertilisation azotee, surtout les céréales. Pour que les plantes utilisent le supplement d'azote
(par exemple pour la synthese des protéines ou de la chlorophylle), elles ont besoin de plus de

phosphore pour fournir I'ATP nécessaire (Moughli, 2000).
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Chapitre | Le phosphore

En liaison avec les apports d'azote et de potasse, la fumure phosphatée favorise la résistance
au froid des végétaux en permettant d'y accroitre la concentration du suc cellulaire (Gervy,
1970).

Une bonne nutrition phosphatée se traduit par des effets de précocité qui réduisent les
risques de gelées auxquels divers cultures sont exposées, en arriére-saison. La participation du
phosphore dans tous les processus de croissance, de synthese et de mise en réserve explique la
permanence de son rble au cours des stades successifs de la vie végétale et fait comprendre

son action bien connue sur la précocité (Gervy, 1970).
2. La solubilisation des phosphates insoluble

Dans les sols agricoles, la dissolution des phosphates inorganiques est étroitement liée a
I’activité des microorganismes du sol (Tardieux-Roche, 1966a; Richardson, 2001). En effet,
on trouve dans les sols un nombre important de microorganismes du sol, incluant des
bactéries, des champignons et des algues (Berthelin et al., 1991; Goldstein, 1986; Kim et
al., 1997; Oehl et al., 2001; Sundara et al., 2002). Bien que ces microorganismes soient
généralement liés a la surface des particules de sol, c’est surtout au niveau de la rhizosphére
que leur activité est la plus élevée (Andrade et al., 1998; Kluepfel, 1993; Marschner et al.,
1997).

2.1. Bactéries solubilisant le phosphore (BSP)

Bactéries solubilisant phosphate BSP sont un groupe des bactéries utiles capables
d’hydrolyser phosphore organiques et inorganique en formes accessible, et sont fréquentes
dans la rhizosphére (Chen et al., 2006) , Le phosphore est un facteur limitant important dans
la production agricole et la croissance mais dans le sol la plupart du P n’est pas disponible
pour les plants une grande quantité se trouve sous formes organiques et inorganiques donc les
BSP peuvent étre utilisées pour résoudre ce probléme (Dobbelaere et al., 2003). Azotobacter
chroococcum, Bacillus spp. Bradyrhizobium spp. Entérobacter agglomerans, Pseudomonas
putida et Rhizobium spp sont des exemples de bactéries rhizosphériques solubilisant le
phosphate inorganique en produisant de I’acide gluconique et I’acide 2- cétogluconique. Elles
sont aussi capables de minéraliser le phosphate organique par I’excrétion des enzymes
extracellulaires telles les phosphatases, les phytases (Kim et al., 1998 ; Weyens et al., 2010).
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Chapitre | Le phosphore

Les connaissances de la génétique de la solubilisation du phosphate sont encore rares, et les
études au niveau moléculaire afin de comprendre comment précisément la PSM fait ressortir
la solubilisation de P insoluble ne sont pas concluants (Rodriguez et al., 2006). Cependant,
certains génes impliqués dans la solubilisation du phosphate minéral et organique ont été
isolés et caractérises. Les premieres réalisations dans la manipulation de ces genes par le
génie genétique et la biotechnologie moléculaire suivie par leur expression dans des souches
rhizobactérienne sélectionnés ouvrent une perspective prometteuse pour I'obtention
dessouches MSP avec le renforcement de la capacité de solubilisation du phosphate, et donc
une utilisation plus efficace de ces microbes comme inoculant agricoles (Fraga et al., 2001).
Une augmentation de I'activité de la phosphatase extracellulaire de la souche recombinante a

été obtenue.

2.2. Mécanismes de solubilisation microbienne

La solubilisation microbienne du phosphore peut résulter : 1° soit de réactions entre les
phosphates insolubles et les produits de métabolisme microbien qui s’accumulent en dehors
des cellules ; 2° soit de I’assimilation par les microorganismes telluriques des phosphates
insolubles suivie d’une libération dans le sol de produits phosphorés facilement utilisables par
les plantes.

2.2.1. Solubilisation microbienne directe

Les microorganismes synthétisent des substances qui agissent a la fois par abaissement
du pH et par chélation des cations responsable de la fixation du phosphate (Whitehead,
1963 ; Hu, 2005).

Les phosphates de calcium solubilisés par toutes sortes d’acides, les phosphates de fer et
I’aluminium sont solubilisé seulement par les acides qui séquestrent les cations Fe*® et Al*3;
I’acide le plus actif est I’acide citrique suivi des succinique, malique, oxalique, tartrique et
lactique (Swaby et Sperber, 1958).

2.2.2. Solubilisation microbienne succédant a immobilisation transitoire

Certaines especes microbiennes sont capables d’assimiler directement les phosphates
insolubles ; elles accumulent en partie sous forme minérale (polyphosphates), et en partie sous

forme organique. Le phosphore ainsi immobilisé transitoirement dans les cellules
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Chapitre | Le phosphore

microbiennes est ensuite libéré dans le sol suivant divers mécanismes qui mettent a la

disposition des plantes :

1- Des ions ortho phosphoriques provenant soit des polyphosphates, soit de la dégradation

(par les phosphatases du sol) des molécules phosphates.

2-certains complexes phosphorés organiques pouvant pénétrer dans le végétal dans le végétal

sans minéralisation préalable (Tardieux- roche, 1966a ; Richardson, 2001).
2.3. Facteurs influengant la solubilisation des phosphates inorganiques

Pour que le phosphate naturel puisse servir de source de phosphore et optimiser la
croissance des plantes, il faut que ses conditions d’utilisation en application directe, ou sous
forme acidulée, favorisent sa dissolution (Bationo et al., 1998; Toro et al., 1998). Ces

conditions sont celles qui stimulent I'activité microbienne (Germida et Jansen, 1993).
2.3.1. pH

La microflore solubilisant les phosphates est dans son ensemble peu sensible au facteur
pH. A toutefois remarqué une Iégere influence favorable des pH élevés (7.8a 7.9) sur cette
microflore. (Tardieux-Roche, 1966b).Chaque espece microbienne a des limites propres de
pH entre lesquelles elle est active. Un pH du sol et principalement de la rhizosphére
relativement faible favorise I'activité des microorganismes dissolvant les phosphates
inorganiques (Hedley, 1990).Ainsi, Engelstad et al., (1974), ont montré, suite a une
expérience aux champs, que le pH du sol a un faible effet sur la réponse du riz au

superphosphate triple; cependant, I’efficacité des phosphates naturels dépend du pH.
2.3.2. Hydromorphie

En milieu hydromorphe, les teneurs en acides organiques peuvent étre élevees dans
I’ensemble du sol et non seulement a I’intérieure de micro habitats. C’est a I’abondance des
acides organiques d’origine microbienne qu’attribue I’accroissement de la solubilisation du
phosphate ferrique par des résidus végétaux se décomposant en anaérobiose (Hyland et al.,
2005).
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2.3.3. Matiére organique

La teneur du sol en matiére organique humifiée est sans effet sur la densité des
microorganismes solubilisant les phosphates. Par contre, la matiere organique fraiche s’avéere
favorable a la prolifération de ces microorganismes, puisqu’elle induit une activation de la

solubilisation. (Tardieux-Roche, 1966b)
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Chapitre 11 Stress salin

1. Généralité sur la Salinisation et salinité des sols

1.1. Définition de la salinisation

La salinisation est un processus d’accumulation de sels a la surface du sol et dans la
zone racinaire qui occasionne des effets nocifs sur les végétaux et le sol, il s’en suit une
diminution des rendements, et a terme, une stérilisation du sol (Mermoud, 2006).

Les causes techniques les plus importantes a I’origine de la diminution de la production
sur de nombreux périmetres irrigués, particulierement dans les zones arides et semi-arides. Il
est estime, a partir de diverses données disponibles que : Le monde perd au moins 3 ha de

terres arables chaque minute a cause de la salinité du sol (IPTRID, 2006).

1.2. Définition de la salinité des sols

La salinité représente la quantité des sels minéraux qui se trouvent dissouts dans la
solution du sol. Pour un méme sol, elle varie avec la teneur en eau et avec la température.

La phase liquide du sol, comme toute eau arrivant au sol, est caractérisée par la
contenance des sels spécifiques. La distribution des ions entre la solution du sol et la phase
solide est gouvernée par les propriétés d'échange de la phase solide et contr6lée par le
processus d'échange ionique. Dans les zones arides et semi-arides, I'examen chimique de la
solution extraite du sol révele I'existence de Na*, Ca?" Mg?" K*, CI, S042, HC0? , CO3? et

NO® comme principaux composants (Barbouchi et al., 2013).

1.3. Les causes de la salinisation des sols

Elle est présente en deux origines, une naturelle et affecte 80 % des terres salinisées,
dites salinisation primaire. La seconde est provoquée par des interventions humaines, liee
fréguemment a des pratiques agricoles inappropriées et appelée salinisation secondaire
(IPTRID, 2006).

1.3.1. La salinisation primaire

Elle se produit naturellement 1a ou la roche mere du sol est riche en sels solubles ou
bien en présence d’une nappe phréatique proche de la surface (Rengasamy, 2002). Dans les
régions arides et semi-arides, ou les précipitations sont insuffisantes pour lixivier les sels
solubles du sol et ou le drainage est restreint, des sols salins vont se former avec des

concentrations élevées de sels «les sols salinisés» (FAO, 2005).
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Chapitre 11 Stress salin

1.3.2. La salinisation secondaire

Elle se produit lorsque des quantites significatives d’eau chargée de sels sont apportées
par irrigation. Qui peut étre une cause humaine (Munns et al., 2006). En effet, 20 % des
terres irriguées ont des problémes de salinités. Lorsque l'irrigation est trop abondante pour
étre absorbée par les racines des plantes, le sol est humidifié en profondeur, permettant au sel
de remonter a la surface (Pitman et Lauchli, 2004). Sans réseau de drainage adequat pour la
lixiviation et I’élimination des sels, ces apports entrainent une augmentation de la teneur en
sels des sols, ce qui diminue leur productivité. La capacité des cultures capter I’eau et les
micronutriments est réduite. Des ions toxiques se concentrent dans les végétaux et peuvent
dégrader la structure du sol (FAO, 2005).

2. Notion de stress

On appelle stress toute pression dominante exercée par un parametre, perturbant le
fonctionnement habituel de la plante. Par ailleurs, la réponse du végétal dépend, entre autres,
de ces paramétres environnementaux, (le type de contrainte, son intensité et sa durée) et
génétiques (espéce et génotype) (Hopkins, 2003a).

Selon Dutuit et al., (1994), le stress est le dysfonctionnement (rupture d’un équilibre
fonctionnel) produit dans un organisme ou dans un systéme vivant, par exemple par une
carence.

Le stress est un ensemble de conditions qui provoquent des changements de processus
physiologiques résultant éventuellement en dégats, dommages, blessures, inhibition
décroissance ou de développement. D'aprés Jones et al., (1989): C’est une force ou influence
hostile qui tend a empécher un systéme normal de fonctionner.

Au niveau cellulaire, un stress est causé par la variation d’un parametre
environnemental qui entraine la mise en place des mécanismes de régulation de
I’homéostasie. Les organismes sont généralement soumis a deux types de stress : les stress
biotiques (dus a une agression par un autre organisme) et les stress abiotiques (qui sont dus

principalement a des facteurs environnementaux) (Bouzid, 2010).

2.1. Le stress biotique
Il est dO a l'interaction de la plante avec d'autres organismes comme les champignons,

les insectes, les bactéries, les virus et les animaux. Ces organismes pathogénes infectant les
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végétaux et particulierement les cultures maraichéres vont affecter la croissance et le

rendement et peuvent étre a I'origine de leur mort (Ben hassena, 2009).

2.2. Le stress abiotique

Il est d0 principalement & des facteurs environnementaux comme la sécheresse, les
températures extrémes, exces d’eau (asphyxie racinaire), la salinité... ets, qui est la principale
cause de limitation de la production agricole dans le monde. 1l se traduit par des modifications
au plan morphologique, physiologique, biochimique et moléculaire qui réduisent la croissance
et la productivité. (Serrano et al., 1999). On peut citer quelques types des stress abiotiques

qui peuvent effectuer les végétaux :

2.2.1. Le stress salin

Est un exceés d'ions, en particulier, mais pas exclusivement, aux ions Na* et CI
(Hopkins, 2003b). Le stress salin est d0 a la présence de quantités importantes de sels
potentiels hydriques. Il réduit fortement la disponibilité de I'eau pour les plantes, on parle
alors de milieu (physiologiquement sec) (Trembun, 2000). La quantité de sels dans le sol que
les plantes peuvent supporter sans grand dommage pour leur culture, varie avec les familles,
les genres et les especes, mais aussi les variétés considérées (Levigneron et al., 1995).

Ces mémes auteurs précisent que, les conséquences d’un stress salin peuvent résulter

de deux types d’effets que le sel provoque chez les plantes :

2.2.1.1. Le stress hydrique

Une forte concentration saline dans le sol est tout d’abord pergue par la plante comme
une forte diminution de la disponibilité en eau. Cela néecessite un ajustement osmotique
adapté, afin que le potentiel hydrique cellulaire demeure inférieur a celui du milieu

extracellulaire et a celui du sol (Hopkins, 2003b).

2.2.1.2. Le stress ionique :

L’un des effets de la salinité réside dans le déséquilibre nutritif qui s’installe suite a
une perturbation du transport des solutés. En effet, la salinité limite I’absorption et le transport
de K*, Ca' et d’autres nutriments nécessaires a la croissance comme le PO* et NO3
(Ballestros et al., 1997). Un déséquilibre nutritionnel des ions essentiels a été noté pour les

éléments majeurs tels que NOs2, K* et Ca*? chez I’orge et chez le blé dur (Klay, 2003). Cette
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limitation résulte d’une compétition entre les fortes concentrations de Na* avec K* et Ca?* et a
celle de CI- avec NO* et PO* (Davenport et al., 2000).

3 .Conséquences de la salinité sur la plante

La salinité est I'un des facteurs limitant pour la croissance des plantes. Les effets de la
salinité sont: l'arrét de la croissance, le dépérissement des tissus sous forme de nécroses
marginales, suivi par une perte de turgescence, par une chute des feuilles et finalement par la
mort de la plante (Zid, 1982). La salinité provoque le plus souvent un retard dans le
développement (EI Mekkaoui, 1990 ; Boukachabia, 1993) et d'une maniére générale la
hauteur, le diametre des tiges des différentes especes, ainsi que la grosseur des fruits,
diminuent d'une fagcon importantes avec I'augmentation de la salinité : c'est le cas de riz et de

la pomme de terre (Khan et al., 1997) .

4. Les rhizobactéries dans les sols salins

Dans leur habitat naturel, les micro-organismes sont fréquemment exposés a des
variations de pression osmotique du milieu environnant. En effet, la salinité élevée du sol peut
interférer avec la croissance et I’activité des bactéries. Une diminution de celle-ci dans les sols
salins conduit & une accumulation de la matiére organique non dégradée, ce qui agit
négativement sur la disponibilité des nutriments nécessaires a la croissance végétale (Zahran,
1997). Une augmentation brusque de I’osmolarité du sol modifie la disponibilité de I’eau a la
cellule. L’abaissement de I’activité de I’eau extérieure a pour conséquence de modifier le
volume cellulaire. Elle modifie aussi la pression de turgescence qui constitue la force
mécanique nécessaire a I’élongation de la cellule durant la croissance (Csonka, 1989).

La membrane cytoplasmique des bactéries est perméable a I’eau mais constitue une
barriére efficace vis-a-vis des solutés du milieu et des métabolites présents dans le cytoplasme
(Csonka, 1989). La circulation des molécules d’eau a travers cette bicouche lipidique est
accelérée par la présence de canaux dits aqueux (Kempf et Bremer, 1998). Si les bacteries
n'ont aucun moyen de répondre ou de s'adapter a I’augmentation de la force ionique (Na*, CI")
dans le sol, le flux rapide de I’eau vers I’extérieur conduira a la plasmolyse cellulaire (Le
Rudulier et al., 2002).
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5. La tolérance des rhizobactéries vis-a-vis le stress salin

Les rhizobactéries sont capables de s'adapter a des conditions défavorables et
d'améliorer la croissance des plantes dans des milieux a forte osmolarité. Elles ont développé
des mecanismes moléculaires leur permettant de survivre et de croitre avec l'augmentation de

la salinité :
5.1. Les solutés compatibles

Les micro-organismes réagissent au stress osmotique essentiellement par accumulation
de solutés, comme « solutés compatibles». Ils peuvent étre accumulés a des taux élevés ou
transportés sans interférence avec les processus vitaux de la cellule. En fait, de nombreux
solutés compatibles se sont avéré des stabilisateurs efficaces des enzymes. Ils fournissent une
protection cellulaire non seulement contre les teneurs élevées en sel mais aussi contre les
hausses de température, le gel-dégel et la dessiccation (Yancey et al., 1982). Ces osmolytes
sont accumulés soit par absorption a partir de I'environnement (osmolytes exogenes) ou par la
biosynthese de novo (osmolytes endogenes). Les cellules bactériennes peuvent synthétiser
(une partie) des solutés compatibles a la suite d’un choc osmotique et les dégrader a la suite
d'une réduction de la pression osmotique externe. Cependant, elles peuvent, en guise de
réponse précoce et plus rapide, accumuler ou libérer dans le milieu extérieur ces solutés par
I'intermédiaire de systemes de transport spécifiques responsables de I'osmorégulation
(systemes d'efflux spécifiques et aquaporines).

Certains sont largement répandus dans la nature tandis que d'autres semblent étre
exclusivement présents dans des groupes spécifiques d'organismes (Galinski, 1995). Ces
solutés sont des acides aminés (par exemple, le glutamate et la proline), des dérivés d’amino-
acide (peptides et acides aminés N-acétylés), les amines quaternaires (par exemple, la glycine-
bétaine et la carnitine), les sucres (par exemple, le saccharose et le tréhalose), et les

tétrahydropyrimidines (ectoines) (Galinski et Truper, 1994).

5.1.1. La proline

La proline étant un soluté compatible important, elle joue un rdle crucial dans
I’osmorégulation et I’osmotolérance (Rhodes et Hanson, 1993; Hasegawa et al., 2000).
Dans les conditions de stress hydrique, la cellule entraine une accumulation élevée de la
proline endogene et pourrait donc constituer une approche efficace pour atténuer les effets
néfastes de la dessiccation. En plus de son rdle dans I’ajustement osmotique, elle protége les
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enzymes, les structures des protéines et les membranes des organites. Elle fournit également
de I’énergie pour la croissance et la survie de la plante (Chandrasekhar et Sandhyarani,
1996; Ashraf et Foolad, 2007; Hoque et al., 2007).

5.1.2. Le tréhalose

Le tréhalose est un disaccharide non-réducteur. Il joue un réle important dans la
protection des différents organismes contre divers types de stress y compris la dessiccation,
I’oxydation, la congélation, la chaleur et I’hyperosmolarité (Bremer et Kramer, 2000). La
synthese du tréhalose en réponse au stress osmotique externe est régulée par I’accumulation
de K+-glutamate (Kempf et Bremer, 1998). Chez E. coli le tréhalose exogéne est utilisé
comme source de carbone et d’énergie et non pas comme osmoprotecteur (Strom et Kaasen,
1993). Plusieurs microorganismes accumulent le tréhalose : Azotobacter chroococum, E. coli
et Salmonella thyohimirium, Klebsiella pneimoniae, Rhizobium meliloti (Talibart et al., 1997

; Bremer et Kramer, 2000) .

5.1.3. La glycine bétaine (GB)

C’est un osmolyte commun des algues et des plantes (halophytes) qui fonctionnent
comme des osmoprotecteurs exogenes pour de nombreuses especes bactériennes dont E. coli
et B. subtilis (Ghoul et al., 1990; Pichereau et al., 1998). La GB fournit une preuve
substantielle a I'appui de ce concept. Elle est synthétisée par quelques micro-organismes et est
activement transportée et accumulée par une grande variété de cellules (Csonka et Hanson,
1991).

5.1.4. Les tétrahydropyrimidines (ectoines)

L’ectoine est un soluté compatible synthétisé par de nombreuses bactéries
halotolérantes. Elle agit comme un puissant osmoprotecteur pour Escherichia coli et
Sinorhizobuim meliloti mais affiche des comportements trés contrastés chez ces deux
bactéries. L’ectoine est retrouvée a de fortes concentrations intracellulaires chez les
entérobactéries mais n’est pas détectée dans les cellules stressées de S. meliloti (Talibart et
al., 1997).
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5.2. L’ACC désaminase (Aminocyclopropane-1-carboxylate)

Comme réponse a la salinité, la sécheresse et la température, les bactéries produisant
une ACC désaminase stimulent la croissance des plantes par la régulation de la production
massive d’éthyléne. La bactérie réduit la production d’éthylene dans les plantes apres
exposition a des concentrations croissantes de sel. Cependant, la teneur en sodium de la plante
n’a pas diminué alors que I’absorption de phosphore et de potassium a été légérement
augmentée, ce qui a contribué en partie a I’activation des processus impliqués dans la
réduction de I’effet néfaste du sel (Cheng et al., 2007).

5.3. Exopolysaccharides (EPS)

Les bactéries produisent des exopolysaccharides bactériens (EPS) qui se lient a
différents cations. lls diminuent la teneur en Na+ disponibles contribuant ainsi a alléger le
stress salin chez les plantes (Ashraf et al., 2004). Ainsi, ils augmentent nettement la tolérance
de la plante en abaissant la concentration de sodium et par conséquent le rapport Na+/K+
(Han et Lee, 2005). Les EPS bactériens protégent aussi les bactéries de la dessiccation en

modifiant leur microenvironnement (Roberson et Firestone, 1992).
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Figure 02 : Augmentation de la tolérance et la survie des plantes induite par les rhizobactéries

en milieu salin (Ashraf et al., 2008).
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Partie 02 Matériels et Méthodes

Objectif

L’objectif de cette étude est I’évaluation de I’effet du stress salin en utilisant différentes
concentration de NaCl sur la croissance des rhizobactéries et étude de I’effet de la salinité sur

la capacité de ces rhizobactéries a solubiliser le phosphate insoluble.

1. Matériels
1.2. Site d’étude

L’étude de «I’effet de stresse salin sur la solubilisation du phosphates par des
rhizobactéries » a été réalisé au laboratoire  de microbiologie N°01 de recherche de
I’université « ABDLHAMID IBN BADIS » de Mostaganem.

1.3. Les isolats bactériens utilisés

Les isolats bactériens utilises dans cette étude sont des bactéries solubilisant le
phosphate isolées du sol salin depuis la rhizosphére des plantes de blé. Ces isolats sont en
nombre de 5 :R1, Rz, R3, Rs, Rs.

2. Méthodes
2.1. Solubilisation du phosphore

2.1.1. Test de solubilisation du phosphore inorganique sur milieu solide

La capacité des isolats a solubiliser le phosphore inorganique complexé a été testée
selon la méthode décrite par Pikosvskaya PVK (1948) (Annexes 01).
Les colonies des isolats bactériens, ont été prélevées avec une anse et repiquées en milieu de
la boite de pétri contenant le milieu PVK additionné le phosphate tricalcique Cas(POa)2
comme seule source de phosphore.

Apres 7 jours d’incubation & 30°C, la solubilisation du P complexé a été mise en
évidence par I’apparition d’un halo clair autour de la colonie. La capacité de solubilisation de
phosphate par les isolats bactériens a été estimée par mesure du diamétre total (le diamétre du

halo+ le diametre de la colonie) pour chaque colonie.
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2.2. Effet de salinité sur BSP

2.2.1 Effet du NaCl sur la croissance bactérienne

Le test de tolérance au sel a été réalisé sur des isolats bactériens sélectionnés, la
cinétigue de croissance bactérienne a été estimée la mesure de I'évolution de la densité
optique au cours du temps. Dans chaque erlenmeyer de 250 ml un volume de 50 ml de
bouillon nutritif BN (Annexes 02) contenant des concentrations croissantes de NaCl allant
de 0 jusqu'a 900mM a été inoculé avec 1ml de suspensions bactériennes issues de pré culture
fraiche diluée avec I’eau physiologique (Annexes 03) pour avoir une densité optique de 0,5.
L’expérience a été réalisée en triplicata. Les cultures bactériennes ont été incubées a 30 °C
sous agitation permanente pendant 48h (Rojas-Tapias et al., 2012). Aprés incubation la
densité optique des cultures bactériennes a été mesurée a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-

visible a une longueur d’onde de 600 nm.
2.2.2. Effet du NaCl sur la solubilisation du phosphate en milieu liquide

La capacité des isolats bactériens a dissoudre le phosphate tricalcique Cas(POa4)2 a été
testée selon la méthode de jaune de vanado molybdate décrite par Jackson, (1973). Pour
estimer la quantité du phosphate soluble, Dans des erlenmeyer de 250 ml un volume de 50 ml
de milieu NBRIP (Nautiyal, 1999)(Annexes 04) contenant des concentrations croissantes de
NaCl allant de 0 jusqu'a 900 mM a été inoculé avec 1ml de suspensions bactériennes issues
de pré culture fraiche diluée avec I’eau physiologique pour avoir une densité optique de 1
(Kumar, 2010) . Ce test a été réalisé en triplicata. Les milieux de cultures inoculés ont été
incubés a 30°C pendant 6 jours sous agitation a 160 rpm. Apres incubation la quantité de

phosphore libéré a été estimée par méthode spectrophotométrique.
2.3. Dosage de phosphore

Le Dosage de phosphore libéré a été réalisé par méthode de Jaune de vanado
molybdate. Aprés incubation un volume a été prélevés des flacons et centrifugé a 6000rpm
pendent 30 min. 1 ml du surnagent a été ajouté a 2,5ml de réactif de Barton (Annexe 05) ce
volume a eté complété a 50ml avec I’eau distillee. Apres 10 min I’absorbance de la solution a
été lue a 430 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-visible. La quantité de phosphore libéré

a été exprimée en pg/ml par I’équation de régression de la courbe d’étalonnage.
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2.4. La courbe d’étalonnage

0.298 g de KH2PO4 a été dissout dans 1000 ml d'eau distillée. Cette solution contient
50ug P/ml. Des volumes de 1, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12 ml de la solution standard du
phosphore ont été versés dans des fioles jaugées de 50ml. 2, 5 ml de réactif de Barton a été
ajouté dans chaque fiole de 50 ml et le volume a été complété par I'eau distillée. Apres 10
min, la concentration P libéré a été mesurée a I’aide d’un spectrophotométre UV/Visible a
430nm.
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Partie 02 Résultats et discussion

1. Solubilisation du phosphore

1.1. Test de solubilisation du phosphate sur milieu solide
La capacité des isolats bactériens a solubiliser le phosphate inorganique a été testée sur
un milieu solide Pikovskaya PVK contenant le phosphate tricalcique Cas(PO4)2 comme seule

source de phosphore.

Les rhizobactéries favorisent la croissance des plantes par plusieurs mécanismes. Les
effets bénéfiques de ces bactéries sont principalement attribués a leur capacité a solubiliser le
phosphate pour convertir les phosphates en une forme soluble permettant I’augmentation des

rendements des plantes(lllmer and Schinner, 1995).

Ce test consiste a sélectionner des microorganismes les plus efficaces capables de
produire des zones claires autour des colonies. Ces zones claires sont dues a la production
d’acides organiques dans le milieu entourant les colonies en question (Aseaet al.,1988;
Halvorsonet al., 1990).
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Figure 03:Mise en évidence de la solubilisation des phosphates sur milieu PVK solide.
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2. Effet de stress salin sur les isolats bactériens

2.1 Effet du NaCl sur la croissance bactérienne

Le teste de tolérance au sel des isolats bactériennes (R1, Rz, R3, Rs, Rs) a été réalisée en
milieu BN avec de concentration croissante de NaCl (0, 100, 200 ,300 ...900mM) apres 48h

d’incubation.

Les valeurs de la densité optique des cultures bactériennes varient entre 1,604 et 0,712
(Tableau 02).Une forte capacitéde tolérance au sel a été observée chez tous les isolats
bactériens avec un maximum de croissance a 400 mM de NaCl chez Rz, Rs, R4, Rs et a 300
mM chez R1. La valeur de la densité optique la plus élevée qui correspond a un maximum de

croissance a éte constatée chez I’isolat R4 (DO 1,604).

Aprés obtention d’un maximum de croissance a des concentrations de 300 a 400 mM
de NaClune faible diminution a été observée chez tous les isolats bactériens avec une

diminution remarquable a 900 mM de NaCl (Figure 04).

Des résultats proches ont été obtenus par Cherif et al.,(2014)qui montrent que la
croissance de la rhizobactérie isolée du sol salin P. agglomeransima 2 augmentant a des
concentrations de NaCl comprises entre 100 et 400 mM atteste une forte tolérance au sel. Ce
dernier est un facteur indispensable a la croissance. Les bactéries isolées des environnements
arides ou salins sont capables de survivre a des concentrations salines inhibitrices par rapport

a celles isolées d’habitats non salins (Tripathietal., 1998).
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2.2. Effet du Na ClI sur la solubilisation du phosphate en milieu liquide

La capacité de solubilisation de phosphate par les isolats bactériens a été testée en
milieu liquide NBRIP contenant 0,5% Ca3(PO4)2 comme seule source de phosphore sous
stress salin avec des concentrations croissantes de NaCl (0, 100, 200, 300.....et 900 mM).
L’intensité de la couleur jaune indique la concentration de phosphore libéré par les isolats
bactériens par addition de réactif de Barton aux surnageant (figure 05).La quantité de
phosphore libérée a été mesurée en utilisant la courbe d’étalonnage préparée avec des

concentrations connues de phosphore soluble .

Des résultats similaires ont été obtenus par Silini et al., (2013), qui rapporte
I’augmentation du taux de solubilisation avec I’augmentation des concentration de NaCl

limite jusqu’a 200 et 400 mM par larhizobactérieBacillus.

Les valeurs de pH des cultures bactériens varient entre 3,72 et 5,337 qui diminuent avec
I’augmentation des taux de solubilisation. Il existe donc une corrélation négative significative
entre pH et solubilisation de Phosphore. Ces résultats ont été conformés par plusieurs
chercheurs (Kumar et Narula, 1999 ;Whitelaw, 2000 ; MehanaetWahid, 2002 ; Son et al.,
2006).

Plusieurs chercheurs ont associé la solubilisation des phosphates a une baisse du pH du
milieu de culture (Hedley et al., 1990; Hinsinger, 2001).En effet, certaines souches
bactériennes chimioautrophes tirent leur énergie de croissance de l'oxydation de certains
éléments chimiques avec production d'acides (Pelmont, 1993; Swaby et Fedel, 1973).

SelonZaidiet al.,(2009) la libération d'acides organiques dans la rhizosphere par les
microorganismes du sol est a l'origine de la solubilisation du phosphore minéral. Cet effet est
d'autant plus efficace dans les sols basiques (Solanoet al.,2008; Khan et al., 2010).

L’étude de la corrélation entre la solubilisation du P sur milieu PVK solide et milieu
NBRIP liquide est non significative. Des résultats similaires ont été obtenus parl’isolat Rs qui

était le plus efficace sur milieu solide, par contre il a été moins performant en milieu liquide.

Cette contradiction entre le taux de solubilisation sur milieu solide et en milieu liquide
peut étre attribuée a la variation du taux de diffusion des différents acides organiques
sécrétes par la bactérie, ces résultats sont similaires a ceux qui sont trouvés par Gupta et

al.,(1994) Baiget al.,(2010) et Yang et al., (2012) qui ont rapportés que certain isolats avec
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un petit halo claire sur milieu solide ont été treés efficaces dans la dissolution du phosphate
insoluble en milieu liquide et certain isolats ont produit un grand halo claire sur milieu solide,

mais ont montés un faible taux de solubilisation de phosphate en milieu liquide.

Dans le bouillon nutritif les isolats les plus tolérants aux sels sont les plus efficaces
dans la solubilisation des phosphates dans le milieu NBRIP a des concentrations élevées de
NaCl. Ces constatations ont été claires chez I’isolat R4 qui a été le plus tolérant a I’NaCl et il
a pusolubiliser le phosphate a des taux élevés de NaCl.

Ces résultats sont en concordance avec ceux mentionnés par Son et al.,( 2006)
indiquant que la souche Pantoeaagglomerans isolées des sols salins a tolérée des

concentrationde 1-5% d'NaCl et a pus solubilisé le phosphates a des taux élevée de NaCl.
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Figure 05 : le dosage de phosphore libéré par les isolats bactériens.
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Conclusion

Ce travail présente d’étudier la solubilisation du phosphate par des rhizobactéries isolées
des sols salins en étudiant la capacité des isolats bactériens (R1, Rz, Rs, R4, Rs) a solubiliser le
phosphore et I’effet de salinité sur la croissance et la solubilisation du phosphates.

Les cing rhizobactérieutilisés dans cette étude sont des bactéries solubilisant le

phosphate isolées du sol salin depuis la rhizosphére des plantes de blé.

Dans un premier temps, ces isolats ont été soumis au test qualitatif sure le milieuPVK solide
renfermant 0,5% de phosphate tricalciqgue (PTC), afin de garderceux ayant I’activité
solubilisatrice de PTC, apreés le temps d’incubation touts les isolats ont donné des halos de
solubilisation de diamétre oscillant entrel,1 cm et 1,8 cm. Par la suite, Des concentrations
croissantes d’NaCl ont éte utilisées pour évaluer la croissance et la solubilisation du phosphore
par les rhizobactéries. La tolérance des isolats bactériens au sel a été réalisée en bouillant
nutritif. La valeur de la densité optique la plus éleveé qui correspondant & un maximum de
croissance a été obtenus chez I’isolat R4 (DO : 1,604) a 400 mM d’NaCl. En milieu NBRIP
liquide en mesurant le pH et la quantité de phosphore libérée par les cultures bactériennes sous
stress salin. Les résultats obtenus sont compris entre 594,476ug/ml et135, 429ug/ ml de
phosphore libéré. Cette dissolution biologique de phosphore inorganigque est accompagnée par
une diminution de pH du milieu, et I’intensité de cette acidification différe d’un isolat a I’autre.

Enfin, Les résultats obtenus montrent que les isolats les plus tolérantes aux sels sont plus
efficaces dans la solubilisation des phosphates dans le milieu NBRIP a des concentrations
élevées d’NacCl.

L’inoculation des plantes par les rhizobacteries a induit une modification coordonnée des
mécanismes physiologiques et I’augmentation des rendements de diverses cultures, méme dans
des conditions séveres, L’ application de cette technologie microbienne dans le domaine des
cultures agricoles permis la fertilité du sol , afin de contribuer a la lutte contre I’utilisation
intensive des engrais et des pesticides chimiques et surtout la productivité des sols salés
parintroduire des souches performantes qui peuvent mener a mieux solubiliser le phosphate
dans le sol et tolérer adifférentes conditions de stress environnemental telles que la salinité donc
cette isolats ont stimulé la production de biomasse fraiche et [’accumulation
L osmoprotectionet par contre diminué la teneur du sel ,Utiliser les souches manipulées

génétiquement dans la culture afin de progresser et assister a une grande production agricole



ainsi d'avoir des études expérimentales approfondies par leur inoculation in vivo pour
déterminer leur efficacité dans I’amélioration de croissance de plantes en vue d’une application

industrielle a grande échelle.
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Résumé

L’utilisation des microorganismes de la rhizosphére est le meilleur moyen biologique
pour améliorer la solubilisation du phosphore dans un sol salin afin de réduire le stress salin
qui peut interférer avec la croissance et I’activité des rhizobactéries. L’objectif de notre
présente étude consiste a examiner 1’effet du stress salin sur la croissance et la solubilisation
du phosphate tricalcique de cinq rhizobactéries isolées du sol salin (R1, R2, R3, R4, Rs) en
utilisant des concentrations croissantes de NaCl (0, 100, 200......900mM).La capacité de
solubilisation du phosphate par les cinq bactéries solubilisant le phosphate a été testée sur
milieu PVK solide ou I’isolat R3 a été considéré comme la rhizobactérie la plus performante
avec un maximum d’éfficacité de 366,66%. La tolérance des isolats bactériens au sel en
bouillant nutritif a révélée des résultats variables de densité optique, la valeur de la densité
optique la plus €levée qui correspondant a un maximum de croissance a ¢t¢ obtenus chez
I’isolat R4 (DO : 1,604) 4 400mM de NaCl. En milieu NBRIP liquide la quantité de phosphore
libérée par les cultures bactériennes sous stress salin varie entre 135, 429ug /ml et 879,714ug
/ml. Le taux le plus élevé a été constaté chez les isolats R2 et R4 avec une quantité du
phosphore soluble importante de 879,714pg/ml et 834,476ug/ml respectivement a des
concentrations de 300 et 400mM du NaCl. Des valeurs de pH des cultures bactériennes
varient entre 5,337 et 3,72ont été obtenue qui diminues avec I’augmentation des taux de
solubilisation. Les résultats obtenus montrent que les isolats bactériens utilisés dans cette
¢tude ont tolérés des taux €levés de sel et ont pu solubiliser le phosphate insoluble méme a des

concentrations élevées de NaCl.

Mots clés : solubilisation de phosphate, bactéries solubilisant le phosphate, stress salin,

phosphate tricalcique.



Abstract

The use of microorganisms from rhizosphere is the best way to improve biological
solubilization of phosphorus in saline soil to reduce salt stress which can affect growth and
activity of rhizobacteria. The aim of our present study is to evaluate the effect of salt stress on
the growth and phosphate solubilization of phosphate tricalcique by five phosphate
solubilizing bacteria isolated from saline soil (Ri, Rz, R3, R4, Rs) usingincreasing
concentrations of NaCl(0, 100, 200......900mM). The ability of phosphate solubilization by
the five isolates has been tested on PVK solid medium where the Rsisolate was considered to
be the most effective one with a maximum efficiency of 366.66%. The salt tolerance of
bacterial isolates in nutrient broth revealed variable results of optical density, the value of the
highest optical density corresponding to maximum growth was obtained from the isolate R4
(DO: 1,604) with 400 mM of NaCl. The quantities of released phosphorus by bacterial
cultures in NBRIP liquid medium under salt stress ranged from 135, 429ug /ml and
879,714ng. The highest rate was detected with isolates R2 and R4 with a significant amount of
soluble phosphorus of 879,714pug/ml and 834,476ug/ml respectively with 300 and 400 mM
of NaCl. pH values of bacterial cultures ranged from 5.337 to 3.72 were obtained which with
increasing of phosphate solubilization rate. The results obtained show that the bacterial
isolates used in this study tolerated high levels of salt and were able to solubilize insoluble
phosphate even at high NaCl concentrations.
Keywords: phosphate solubilisation, phosphate solubilizing bacteria solubilizing, salt stress,

phosphate tricalcique.
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