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Résumé

Le phosphate (P) est un élément trés important pour la croissance des plantes, comme I'azote et le
potassium. Sa forme inorganique présente une difficulté d'assimilation pour les plantes en raison
de son adsorption avec d'autres particules du sol. Dans le présent travail, nous avons développé un
processus permettant de rendre le phosphate soluble et assimilable par la plante dans le but de
trouver une solution alternative des engrais chimiques. Nous avons donc essayé de tester certaines
bactéries solubilisatrices du phosphate (BSP) qui jouent un role dans la transformation du P
insoluble en P soluble. Pour ce faire, nous avons utilisé le milieu NBRIP avec la Roche phosphate
(RP) comme seule source de phosphore pour tester la capacité de ces bactéries a solubiliser le P.
La méthode du vanadate-molybdate a été utilisée pour estimer l'activité de solubilisation du P.
Pour caractériser ces souches, l'activité antimicrobienne a été testé sur des bactéries pathogenes.
La souche WJEF51 a montré une valeur de solubilisation maximale de 130 pg.ml?! corrélé a une
baisse de pH du milieu d’une valeur de 4.67. En effet, parmi les souches sélectionnées, la souche
WJEF46 a été capable de limiter la croissance des bactéries pathogenes testées. Les compétences
de ces souches bactériennes sont nombreuses, cela révele un effet potentiel pour soutenir une

valorisation biotechnologique dans le domaine agricole.
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Introduction

Le phosphate (P) contrairement a l'azote, il ne peut provenir que du sol, ou il est apporté sous
forme de P inorganique soluble, qui devient généralement insoluble et donc non disponible pour
les plantes. Le P est facilement adsorbé, c'est pour cette raison qu'il a une tres faible mobilité. De
plus, le P peut étre immobilisé par l'activité biologique du sol. Dans les agrosystémes, le P est
fréguemment un nutriment limitant, d'autre part, son immobilisation dans les sols représente un
risque potentiel pour la qualité de I'environnement (eutrophisation).

Dans le sol, les rhizobactéries jouent un rdle important dans les cycles biogéochimiques a travers
la régulation de la dynamique de décomposition de la matiere organique et 1’¢laboration de
nutriments tels que I'azote (N). lls ont donc un rdle essentiel dans la favorisation de la croissance
des plantes, ce qui explique leur qualification de PGPR (Rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes), en particulier, celles d'entre elles les bactéries solubilisatrices des phosphates (BSP)
qui sont de plus en plus utilisées comme biofertilisants en agriculture.

Le présent travail a pour objectif de soumettre certains isolats bactériens a des tests pour déterminer
leur capacité a solubiliser le phosphate inorganique par deux tests, la premiére étant le dosage des
ions phosphate, le second étant le changement de pH. Ce document clive sur 4 parties. La premiere
partie représente une synthese bibliographique sur le P dans le sol et son intérét avec les conditions
de leur assimilation par les plantes, ainsi que les mécanismes de solubilisation par les bactéries.
La deuxiéme partie est consacrée a la méthodologie expérimentale suivie pour atteindre nos
objectifs. La troisieme partie représente les résultats de différentes expériences et leur discussion.

Nous terminons notre rédaction par une conclusion et perspectives.
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Etude Bibliographique

1 L’intérét écologique du phosphate

Le P est un macronutriment essentiel a la croissance et au développement des plantes. En absence
de P, il devient un nutriment limitant pour la croissance des plantes. Méme dans les sols riches en
P, la quantité maximale de cet élément n'est pas nécessairement sous une forme assimilable (Ezawa
et al., 2002). En agriculture, les carences en phosphate sont souvent compensees par l'apport
d'engrais chimiques phosphatés au sol. Cependant, il est rapidement immobilisé dans les structures
du sol et donc non disponible pour les plantes (Mara et al., 2014). De plus, le codt élevé des engrais,
I'accumulation de contaminants phosphatés dans les produits agricoles, les sous-produits
agroalimentaires et I'atmosphere, ainsi que I'accumulation d'oligo-métaux lourds dans les sols (qui
sont présents dans les engrais) ont incité les chercheurs a se pencher vers des meilleurs outils pour
réduire I'utilisation de ces engrais (Song et al., 2008 ; Sharma et al., 2013).

Parmi ces alternatives, I'utilisation de BSP est I'une des options les plus écologiques pour éviter
ou minimiser la surutilisation de produits chimiques dans I'agriculture (Vijayalakshmi et al., 2016).
Les BSPs sont un groupe de PGPR capables de convertir des formes complexes de phosphate dans
le sol en formes assimilables par les plantes. Les PGPR sont définies comme des bactéries
présentes dans la rhizosphere qui ont un effet positif sur la physiologie des plantes. Selon Kloepper
(1993), les PGPR se caractérisent par leur capacité a coloniser, survivre, se reproduire et entrer en
compétition avec d'autres micro-organismes sur les surfaces racinaires tout en stimulant la
croissance des plantes.

Dans la rhizosphére, ces bactéries peuvent se trouver au niveau intracellulaire ou extracellulaire
(Gray & Smith, 2005). Au niveau intracellulaire, les bactéries sont considérées comme endogenes
et colonisent l'apoplaste. Ces bactéries font partie de la famille des Rhizobium. Souvent
symbiotiques, ce sont surtout des PGPR qui se spécialisent dans la structure nodale des
légumineuses. Au niveau extracellulaire, elles sont situees en surface ou pres de la racine, elles

sont donc rhizosphériques (Vessey, 2003).




2 L’assimilation du phosphate par les végétaux

La majorité des sols agricoles ne contiennent que peu de P soluble, car il est hautement réactif avec
les autres composants du sol. De plus, I'apport excessif d'engrais phosphatés entraine son
accumulation sous forme organique et minérale (Richardson, 1994). En conséquence,
I'assimilation de ce dernier par les plantes est trés limitée. Alors, afin de libérer I'agriculture des
differentes problématiques liées aux engrais phosphatés, des recherches importantes ont été
menées pour tirer profit de ces grandes réserves de P, ce qui explique I'importance de s'intéresser
aux micro-organismes du sol capable de solubiliser le P inorganique. Pour Sundara et ses
collaborateurs (2002), I'utilisation de micro-organismes solubilisant le phosphate pourrait réduire
de 25% l'apport d'engrais phosphatés.

Les végetaux assimilent le P du sol sous forme d'anions orthophosphates, en particulier le
dihydrogénophosphate (H2PO4) et I'hydrogénophosphate (HPO4%). La forme du P inorganique
(Pi) présent dans le sol a tendance a changer avec le pH. En dessous de pH 6, la plupart du Pi sera
présent comme forme monovalente HPO4™ qui est disponible pour les plantes. En outre, a un pH
compris entre 6.8 et 7.2, la forme dominante est HPO4%". Dans les sols alcalins (pH > 7.2), le cas
de la plupart des sols agricoles, la principale forme est I'ion trivalent PO4-3, Cette forme n'est pas
forcément assimilable par les plantes (Maharajan et al., 2017 ; Billah et al., 2019). La dynamique
du P au niveau des écosystemes est ainsi représentée par un cycle biogéochimique qui comporte a
la fois des réactions d'adsorption et de désorption, de précipitation et de dissolution, de
minéralisation et d’immobilisation.

Le cycle biogéochimique du P integre également les flux de P sous forme d'absorption par les
plantes, de pertes par érosion, de ruissellement a la surface et en profondeur, de lixiviation ainsi
que de drainage (Behera et al., 2014). 1l faut noter que plus de 70 a 90 % des engrais phosphatés
utilisés sont fixés dans le sol. Autrement dit, ils sont immobilisés par des réactions chimiques
actives et des réactions rapides avec des cations tels que Ca?* et Mg?* dans des terrains alcalins,
tandis que dans des terrains acides, le P a tendance & former des complexes avec Al** et Fe**. En
revanche, dans les sols acides, le P a tendance a former des complexes avec AI®* et Fe3*. Les
complexes en question sont le phosphate d'aluminium (AIPO4) et le phosphate de fer (FePO4), ce
qui aboutit finalement a de faibles concentrations de P disponible (Chen et Liu, 2019 ; Kalayu,

2019). Au niveau de la plante Le P est I'un des plus importants macronutriments pour sa croissance.




Le P a un role essentiel dans de multiples processus vitaux des plantes, y compris la germination
des graines.

La floraison et la formation des fruits (Elanchezhian et al., 2015 ; Panigrahy et al., 2009). Le P est
un élément des membranes cellulaires sous forme de phospholipides ; il participe a une multitude
de fonctions dans les systemes vivants, dont le transfert d'énergie, la photosynthese, de multiples
aspects du métabolisme, la signalisation intracellulaire, ainsi que la réplication et I'expression des
génes (Ceasar et al., 2014). Le P est le deuxiéeme macronutriment apres 1’azote le plus restrictif
pour la croissance ; il est important pour la production agricole (Lynch & Brown, 2008 ; Shimizu
et al, 2008 ; Valdes Lopez & Hernandez, 2008 ; Wang et al., 2009).

3 Lasolubilisation du phosphate par les bactéries
3.1 Les mécanismes

Les BSP ont la capacité de solubiliser le P organique ou inorganique par différents mécanismes :
diminution du pH du sol par la production dacides organiques, émission de protons et
minéralisation par la production de phosphatases acides.

3.1.1 Solubilisation du phosphate minéral
3.1.1.1 Par les acides organiques

Il est connu que la production d'acides organiques par les BSPs est considérée comme le
mécanisme principal permettant de solubiliser le P inorganique. La quantité de P soluble libérée
dépend de la puissance et du type d'acide organique produit (Rodriguez et Fraga ,1999). Ces acides
organiques sont issus de métabolismes microbiens, essentiellement par respiration oxydative ou
par fermentation de sources comme le glucose (Kumar et al., 2016 ; Gowami et al.,2019).

Par ailleurs, I'acide gluconique apparait comme l'agent le plus fréquent pour la solubilisation du
Pi. Il est notamment considéré comme étant le principal acide organique produit par les BSP dont
notamment Pseudomonas sp., Erwinia herbicola Pseudomonas cepacia et Burkholderia cepacia
(Behera et al., 2014 ; Satyaprakash et al., 2017). De plus, l'acide 2-cétogluconique est fabriqué par
des souches PGPR telles que Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti et Bacillus firmus
(Kim et al., 2003). Les souches de Bacillus liqueniformis et de Bacillus amyloliquefaciens
fabriquent des mélanges d'acides lactique, isovalérique, isobutyrique et acétique (tableau 1). On a
également identifié d'autres acides organiques, comme l'acide glycolique, oxalique, malonique,

fumarique, tartrique, propionique et succinique (Kumar et al., 2016).




Ces acides organiques peuvent solubiliser le P par différentes méthodes possibles : chélation,

acidification, concurrence pour les sites d’adsorption etc.

Tableau 1: Acides organiques solubilisant le phosphate.

Acides organiques

Bactéries productricent

Références

Acide gluconique

Acide-2-cétogluconique

Acide acétique

Acide citrique

Acide lactique

Acide propionique
Acide isovalérique

Acide isobutyrique

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas cepacia,
Erwinia herbicola,
Burkholderia cepacia
Enterobacter intermedium
Bacillus spp.

Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium meliloti,
Bacillus sp.

Enterobacter intermedium

Pseudomonas sp.
Enterobacter sp.

Pseudomonas sp.
Serratia marcescens

Bacillus sp.
Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus megaterium
Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus liqueniformis,
Bacillus amyloliquefaciens

Oteino et al., 2015
Babu-Khan et al., 1995
Liu et al., 1992

Zhao et al., 2014

Kim et al., 2002

Saeid et al., 2018

Srishty et al., 2019
Barman et al., 2019
Gull et al., 2004
KIM et al., 2003

Rfaki et al., 2020
Rfaki et al., 2020
Mohamed et al., 2018

Saeid et al., 2018
Kimetal., 2017

Gull et al., 2004
Chen et al., 2006
Kimetal., 2017

Behera et al., 2013

3.1.1.2 Acidification

La production d'acides organiques abaisse le pH et aide a convertir les formes divalentes et
trivalentes non assimilables de phosphate en formes monovalentes assimilables (Rodriguez et
Fraga, 1999 ; Khan et al., 2009 ; Kalayu, 2019).

3.1.1.3 Chélation

La chélation est le processus physico-chimique de formation d'un complexe, le chélate : « chélateur
- cation (ou atome) ». Il est a noter que les acides organiques (acide humique, acide fulvique, etc.)
agissent comme agents chélatants par leurs groupements hydroxyle (-OH) et carboxyle (-COOH).




Ces groupements dissocient les cations liés au P (Al*, Fe?*, Ca?"), libérant ainsi des formes
assimilables de phosphate (Kalayu, 2019 ; Prabhu et al., 2019).

3.1.1.4 Acides inorganiques

Les acides inorganiques, tels que l'acide sulfurique, nitrique et carbonique, peuvent également
abaisser le pH, de sorte qu'ils peuvent dissoudre les phosphates dans le sol. Certaines espéces
bactériennes sont capables de le produire, mais leur efficacité et leur contribution a la libération
de P assimilable dans les sols semblent faibles et inefficaces (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Kumar
etal., 2016).

3.1.2 La minéralisation du phosphate organique

Le P organique peut constituer de 4 a 90 % du P total du sol, et son effet de solubilisation est aussi
appelé « minéralisation ». La dégradabilit¢é des composés organophosphorés dépend
principalement du potentiel physico-chimique et biochimique du sol. Par exemple, les acides
nucléiques, les phospholipides et les phosphates de sucre sont facilement décomposés. Cependant,
I'acide phytique, les polyphosphates et les phosphonates se décomposent plus lentement
(Rodriguez et Fraga, 1999 ; Maharajan et al., 2017).

Selon Behera et al. (2014), le P peut étre libéré des composés organiques du sol par trois groupes
d'enzymes

(1) les phosphatases (phosphohydrolases), qui affectent la déphosphorylation des liaisons P ou
phosphoanhydride liées aux matieres organiques.

(2) les phytases, qui entrainent spécifiquement la libération de P a partir de I'acide phytique.

(3) les phosphonates et les C-P lyases, qui affectent le clivage des liaisons C-P dans les

organophosphonates.

3.1.2.1 Les Phosphatases (phosphohydrolases)

Selon Khan et al. (2009), de nombreux BSP tels que Emericella rugulosa, Serratia marcenscens,
Chaetomium globosa, Pseudomonas fluorescens, Proteus mirabilis, Burkholderia cepacia,
Enterobacter aerogenes et Freund Citrobacter spp. Ont développé une enzyme appelée
phosphatase qui libére du Pi du complexe organophosphoré. Ces enzymes sont classées en
phosphatases alcalines (pH > 7) ou acides (pH < 6) selon leur pH optimal pour l'activité). Elle
catalyse I'hydrolyse du phosphate de nombreuses macromolécules (alcools primaires, secondaires
et cycliques, phénols et amines). De nombreux genes de phosphatase acide issus de bactéries Gram

négatives ont été isoles et caractérises.




3.1.2.2 Les phytases

Les phytases des SBP rendent possible la libération du P assimilable des phytates, principales
formes organiques de P dans le sol (Behera et al., 2014 ; Satyaprakash et al., 2017 ; Billah et al.,
2019).

4  La solubilisation du phosphate sous forme de la roche phosphatée et du tricalcium du
phosphate

Neeru Narula et ses collaborateures ont tiré les résultats suivants de leurs expériences: six isolats
d'A. chroococcum solubilisant le P ont été isolés du sol rhizospheérique de la culture de la moutarde.
Et ont été évalués pour leur croissance, leur production d'acide indole-acétique et leur activité de
solubilisation du P & trois températures différentes (30°C, 37°C et 42°C). Les résultats indiquent
que les six isolats de A .chromococcum ont démontré la solubilisation du TCP (tricalcium du
phodphate) et du RP et ont conduit a l'acidification du milieu aux trois températures. La
solubilisation maximale a été observée par les isolats PS 2 et PS 6 & 37°C et 42°C respectivement.
Dix-neuf isolats ont été isolés du sol de la rhizosphére de la culture de la moutarde a Haryana.
Agriculture University Farm de Hisar, Haryana, Inde. Tous les isolats ont été identifiés comme
Azotobacter. Tous sauf un isolat appartiennent a l'espece A. chroococcum Tous les isolats
identifiés ont été testés sur le milieu de Jensen et de Pikovskya contenant du phosphate tricalcique,
La zone de clairance a été mesurée et I'indice de solubilisation a été calculé. 19 isolats ou 6 isolats
ont montré une grande zone de clairance et ont été choisis pour des études ultérieures.

L'efficacité des différents isolats a solubiliser le P chez le chroococcum a été étudiée a différentes
températures d'incubation. L’isolat PS2 suivi de PS6 et de PS12 a également été observé par une
diminution du pH, cela pourrait étre d0 a la production d'acide et a l'augmentation de la quantité
de P la solubilisation des P insolubles par les les micro-organismes sont principalement
responsables de la production d'acides organiques et de substances chélatrices (Singh et al., 1980 ;
Mishra et al.,1983 ; Halder et al.,1991 ; Surange and kumar ,1993). Le phosphate solubilisé peut
réagir avec le Ca et le Mg présents dans la roche dés que le pH du milieu augmente.

De nombreuses bactéries du sol comme Pseudomonas, Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa,
Bacillus radyvhizobiume etc. sont signalées pour dissoudre et solubiliser différents types de
phosphates insolubles (Singh et al., 1980 ; Halder et al.,1991). Divers rapports montrent que les
effets des bactéries solubilisatrices de P sur la croissance des plantes peuvent également étre liés a

leur capacité a synthétiser des substances régulatrices de la croissance des plantes (AzcoN et al,




1978) ; SATTER et Gaur, 1987). Tous les isolats ont été testés pour leur production d'l1AA dans
des conditions de culture. Les résultats montrent que la production maximale d'lAA a été obtenue
par A chroococcum isolat PS2l (22.96 pm) suivi par PS 13, PS2, PS 12, PS 11 et PS 6.

Presque tous les isolats solubilisant du P de A chroococcum ont été capables de produire de I'lAA
dans une culture liquide contenant du tryptophane. Les résultats démontrent que la capacité
d'Azotobacter a solubiliser le P produisant des auxines indoliques biologiquement actives in vitro
est affectée par le pH, les facteurs environnementaux et la concentration en sucre n (Halder et al,
1991; LEINHOS, 1994). Il est suggéré que la croissance de la plante qui résulte de l'inoculation
de ces bactéries est causée principalement par les régulateurs de croissance. Il en résulte une
augmentation de la taille des plantes, de I'absorption du P et de la fixation de 1’azote.

Des chercheurs ont constaté que la rhizosphére des cultures contient un plus grand nombre de BSP.
(Gaind, 1987; Gaind and Gaur, 1991; Kundu and Gaur, 1980), et une plus grande population de
ces bactéries a été trouvée dans des plantes comme le blé (Broad Bean), (Mahmoud et al.1973) et
I'orge. (Kumar and Narula, 1999). Le grand nombre de BSP pourrait étre dd a I'influence favorable
des exsudats de racine qui contient des acides aminés, des acides organiques, des sucres et des
substances favorisant la croissance. Un A.chroococcum thermotolérant, solubilisateur de P et
producteur d'lAA, qui n'est pas facilement disponible, pourrait s'avérer efficace pour étre un

meilleur biofertilisant pour diverses céréales.
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Matériel et méthodes

1. Matériel

4.1 Matériel biologique

Les souches bactériennes utilisées dans nos tests sont des bactéries & gram négatif et bactérie a
gram positif de la banque des souches du Laboratoire d’Ecologie Fonctionnelle et Génie

d’Environnement.

4.2 Matiere minérale

e Laroche phosphatée

2. Protocole expérimentale
2.1. Préparation du milieu NBRIP

Nous avons utilisé le milieu NBRIP qui est un milieu spécifique pour les bactéries solubilisatrice
du phosphate. Pour 1000 ml on inverse dans un erlenmeyer 10 g de glucose, 0.25 g de
7H20.MgSo4, 0.2 g de Kcl, 0.1 g de (NH,) SO, et 5g de la RP comme seul sources de P. Dans
nos tests, nous avons utilisé 400 ml de ce milieu dans 27 flacons (deux répétition), chaque flacon
contient 5 ml de ce milieu. Aprés autoclavage, nous avons inoculé les flacons par les bactéries
présentées dans les boites. Finalement nous avons mis les flacons en étuve pendant 7 jours (durée

moyennes de la solubilisation du phosphate par les bactéries).

2.2. Le dosage des ions phosphate

Apres sept jours d'incubation, on met le milieu contenant les bactéries dans des tubes eppindorf,
avec deux répétions pour chaque flacon, on passera tous ces tubes par centrifugation apres avoir
préparé les doses suivantes : Préparation d'une dilution a 1/20 pour le volume total des tubes de 3
ml (110 tubes), alors ces tubes doivent contenir : 150 pL de surnageant + 2850 pL d'eau distillée
+ 480 pL de réactif.

Pour préparer 100 ml de réactif on a: 50 ml d’acide sulfurique (35 ml d’acide sulfurique dilué
dans 250 ml de I’cau distillé¢), 5 ml de Potassium antimonyl tartrate (1,3715g dilué dans 400 ml de
I’eau distillé), 15 ml d’ammonium molybdate (8 g dilué dans 200 ml de I’eau distill¢) et 30 ml
d’acide ascorbique (1,76 g dilué dans 100 ml de I’eau distillé). Suite au dosage nous avons préparé

une gamme d’étalonnage qui est caractérisée par des concentrations connues de KH2POys et a partir
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de ces concentrations et de la densité optique nous avons calculé les concentrations recherchées

des ions phosphates.

2.3. Etude morphologique

Coloration de gram

Pour la réalisation des frottis nous avons déposé une goutte d'eau sur une lame de verre propre,
puis nous préleverons une colonie bactérienne et I'étalerons sur la lame pendant que nous séchons
la préparation et la fixons devant le bec Benzene. Apres nous avons colorer premierement par le
cristal violet. On le laisse agir une minute sur le frotti, puis on le rince a l'eau, puis on utilise le
mordancage au lugol, on recouvre le lugol et on le laisse agir le méme temps que le cristal violet
puis on rince a l'eau. Puis on faire une décoloration (rapide) a l'alcool pendant 15 seconde,
finalement on recolore le frotti avec la safranine, on met quelques gouttes de safranine sur la lame
et on laisse agir pendant 45 secondes. Nous laisserons sécher la lame a l'air libre et I'observerons

avec une goutte d'huile d'immersion objective 100 (grossissement x 1000).

2.4. Etude de ’activité antimicrobiennes
Pour étudier l'activité antimicrobienne des bactéries utilisées dans notre test sur des bactéries

pathogeénes, le protocole suivant a été suivi :

Dans le premier jour, Nous préparons un milieu liquide LB par : 10 g de peptone, 5 g d'extrait de
levure et 10 g de Nacl. Nous mettons le milieu dans l'autoclave puis nous inversons ce milieu dans
des flacons (5ml dans chaque flacon). Puis nous avons aliquoté nos bactéries dans ces flacons et
on les laisse en incubateur pendant 24 heures. Dans le deuxieme jour, Nous préparons un milieu
LB solide par : 10 g de peptone, 5 g d'extrait de levure, 10 g de Nacl et 20 g d'agar. Nous mettons
le milieu dans l'autoclave et ensuite nous remplissons 30 boites de Pétri avec ce milieu, et aprés
avoir une solidification du milieu nous ajoutant 20ul de nos souches bactériennes dans chaque
boite (chaque boite contient une souche différente de l'autre) et nous mettons ces boites dans
I'incubateur pendant 24 heures.Et finalement dans le Troisiéme jour, Nous préparons un nouveau
milieu LB et nous l'inversons dans les boites de Pétri précédentes. Nous avons inoculé cette
deuxiéme couche par des bactéries pathogenes, 50ul de ces souches dans chaque boite, et nous
laissons ces boites dans I'incubateur pendant 48 h.
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Résultats et discussion

1 Dosage des ions phosphate et mesure du pH

La concentration de la teneur en P a été calculée sur la base d'une gamme standard préparée avec
des solutions de référence KH,PO. contenant des concentrations de P allant de zéro a 1 ug.ml™,
Avec y = 0,5683x - 0,0079 et R2 = 0,9957 (Figure 1).
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Figure 1: Gamme étalon des ions phosphate

A partir de la fonction Y(x), nous avons calculé les concentrations des ions P. Les résultats relatifs
a I’évaluation quantitative du P sur milieu NBRIP liquide avec la variation du pH sont reportés
dans les figures 2, 3 et 4.
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Figure 2 : Capacité de solubilisation du RP pendant 7 jours en milieu liquide par les bactéries isolées.

On observe que la courbe du pH et I’histogramme de la concentration des ions P ont un
développement oppose, On peut dire qu’il existe une corrélation entre les valeurs du pH et les
valeurs de concentration des ions P. Dans la figure 2, Il apparait que les isolats WJEF11, WJEF12,
WJEF17, WJEF32, WJEF33 et WJEF34 ont une solubilisation moyenne de 25 pg.ml?* jusqu’a 32
pg.ml? par rapport au témoin avec des valeurs du pH acide. Par contre les isolats WJEF10,
WJEF13, WJEF14, WJEF18, WJEF25, WJEF31 et WJEF35 montrent une solubilisation faible
avec des valeurs du pH supérieur a 6. On peut dire ainsi que ces derniers isolats ne sont pas des
BSP.
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Figure 3 : Capacité de solubilisation du RP pendant 7 jours en milieu liquide par les bactéries isolées.




On constate que la plupart des isolats montré une solubilisation tend vers zéro suivi par des valeurs
du pH proche du témoin. On note que seul la souche WJEF64 qui a une solubilisation moyenne

avec un pH acide de valeur 4 par rapport au témoin (Figure 3).
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Figure 4 : Capacité de solubilisation du RP pendant 7 jours en milieu liquide par les bactéries isolées.

Il apparait que la plus part des isolats solubilisent des concentrations allant de 79 pg.ml? jusqu’a
130 pg.ml* avec un pH 4.25 et 4.78, ces isolats sont les plus performantes par rapport au témoin
et au témoin commercial, et aussi par rapport aux isolats précédentes (Figure 4).

Dans cette étude, 37 isolats capables de dissoudre le P ont été selectionées. Les évaluations de
solubilité, basées sur des investissements dans la quantification des taux de dissolution du P sur
des milieux liquides contenant de la RP comme seule source de P, ont révélé des différences entre
les souches. La quantité maximale de P dissous était de 130 pg.ml™. Ces résultats sont en parfait
accord avec ceux rapportés par Aarab et al (2009), qui ont trouvé que la quantité de P dissous
variait entre 109,4 pg.ml™ et 131,74 ug.ml™. Quoique d’autres études ont montré que certaines
rhizobactéries ont pu solubiliser des taux assez faibles ne dépassant pas 16,65 pg.ml?. Aussi, la
solubilisation du P s’accompagne d’une baisse du pH du milieu ; cette corrélation négative a été
signalée par plusieurs auteurs (Chen et al., 2006 ; Asuming-Brempong et al., 2014) et serait due

principalement a la libération des acides organiques par les bactéries.
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2 Etude morphologique

2.1 Coloration de gram

Aprés 1’observation microscopique des isolats bactériens, nous avons trouvé 34 isolats qui sont
des bactéries a gram négative, et 15 isolats qui sont des bactéries a gram positive. Khan et son
équipe (2009) montre que I'abondance des bactéries a gram négative constitue un avantage pour la
solubilisation du P, car plusieurs génes d’enzyme phosphatase acide des bactéries a gram négative,
catalysent I'hydrolyse des P de nombreuses macromolécules. Le tableau 2 présente quelque image

de souches sélectionnées avec leur type et leur forme.
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Tableau 2 : Observation microscopique des bactéries a gram + et gram- objectif 100.

Souches image Type Forme
WIJEF10 Gram + Coco bacille
WJIEF37 Gram + Bacille
WJIEF20 ]

Gram + Coccli
WJEF13 Gram - Coco bacille




2.2 Etude macroscopique
Le tableau 3 présente I’étude macroscopique des colonies des bactéries sélectionnées en tant que
BSPs.

Tableau 3 : Etude macroscopique des BSPs isolés.

Souche Taille Couleur Aspect Bord Forme  Opacité contour
WJEF10 <lmm B LS E R O L
WIJEF11 >1mm J LS E R O L
WJEF12 >1mm J LS E R T L
WJEF13 >1mm J LS E R O L
WIJEF14 >1mm J LS E R 0] DS
WJEF17 >1mm J LS E R O L
WJEF18 >1mm J LS E R 0] L
WJIEF25 <lmm J RG LB R 0] L
WJEF31 >1mm J LS E R 0] L
WJEF32 >1mm J LS E R O L
WJEF33 >1mm J LS E R 0] DS
WJEF34 >1mm J LS E R O L
WJEF35 <lmm J LS E R 0] L
WJEF40 >1mm J LS E R T L
WJEF42 >1mm J RG LB R 0] L
WJEF44 <lmm J LS oD R 0] L
WJEF48 <lmm B LS E P T DS
WJEF49 >1mm J LS E R 0] L
WJEF50 >1mm J LS E R 0] L
WJIEF54 <lmm J RG E R 0] L
WJEF55 >1mm J LS E R 0] L
WJIEF57 >1mm B LS oD R T DS
WJEF58 >1mm B LS LB R 0] DS
WJEF60 <lmm B LS E R 0 L
WJEF62 >1mm B RG E R T L
WJEF64 >1mm J LS E R O L

B: Blanche, DS: Désorganisé, E: Entier, J: Jaune, L: Limité, LB: Lobé, LS: Lisse, O: Opaque, P: Plissé, R: Ronde,
RG: rugueux, T: Transparent (Canadian Journal of MicrobiologyVolume 24, Number 5, May 1978 Etude morphologique,
physiologique et taxonomique de Bacillus azotoformans.)

3 Etude de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobiennes des BSPs sur des bactéries phyto-pathogenes presente pour SX1 les
isolats qui ont montré une inhibition de croissance sur cette souche phyto-pathogene sont WJEF38,
WJEF41let WIEF51. Pour SX2, I’inhibition est portée par le témoin commercial et les isolats
WJEF38, WJEF41, WJEF45 et WIEF61. Le témoin commercial et les isolats WIEF38, WJEF41
et WJEF59montrent une inhibition de la souche SX3. Finalement la souche SX4 est inhibee que
par I’isolat WJEF46 (Le tableau 4).
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Tableau 4 : Inhibition de la croissance des bactéries phyto-pathogenes par les BSPs testés.

Souches BSP /- o i WIEF WIEF WIEF WIEF WIEF WIEF WIEF WJE WJEF WJEF WIEF

Souches phyto- .o orcial 15 26 38 41 45 46 51 F56 59 61 63
pathogéne
SX1 - - - + + - + - - _
SX2 + - - + + + - - - - + +
SX3 + - ] + + ) ] ] _ N ) .
SX4 - - - - - - + . - - . -

Nous avons constaté qu’ils existent des isolats possedent une activité antimicrobienne spécifique
et d’autre non spécifique. Les isolats WJEFA1 et WJEF38 ont une activité contre 3 souches, ils
sont évalués comme des isolats non spécifique, par contre d’aprés Schillinger (1989), qui est
montré qu’il existe des isolats spécifiques pour une souche précise, I’isolat WIEF46 est efficace

que pour la souche phyto-pathogéne SX4, donc on peut dire que 1’isolat WJEF46 est spécifique.




Conclusion

Ce travaille vise la caractérisation des BSPs isolés a partir de la rhizosphére des Iégumineuses,
pour tester la capacité de solubilisation de P exactement la roche phosphate dans un milieu NBRIP
liquide. Sur 37 isolats nous avons sélectionnées des souches compétentes dans la solubilisation
jusqu’a 130 pg.ml™ de la RP. Nous avons testé I’activité antimicrobienne de ces isolats et nous
avons trouvé que I’isolat WJEF46 possede une activité spécifique qui est efficace que pour la
souche phyto-pathogene SX4. La solubilisation bactérienne de P joue un réle trés important dans
la conversion du P insoluble en P soluble. En effet, il a été constaté que quelques micro-organismes
du sol impliqués dans la solubilisation de P peuvent améliorer la nutrition phosphatée des plantes,
de méme que ces BSPs retenus sont capables de solubiliser la RP en milieu liquide par la
production d'acides organiques. Les souches sélectionnées dans la présente étude ont un potentiel
important de solubilisation du P. Par conséquent, leur utilisation comme biofertilisant pour les

cultures serait intéressante, notamment pour promouvoir une agriculture durable au Maroc.
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