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Introduction

Introduction générale :

La nutrition végétale est I'ensemble des procesglspermettent aux végétaux
d’absorber dans le milieu ambiant et d’'utiliser 88ments nutritifs nécessaires a leurs
différentes fonctions physiologiques : croissamigyeloppement, reproduction...

Le phosphore est un élément nécessaire a la anoessies plantes, il agit sur le
développement des racines en activant leur dénereagst un facteur de précocité et de
fructification. La carence en phosphore se trapaitune réduction du développement des
racines avec peu de ramification (Bennai et berg#07).

Le phosphore est généralement peu mobile dansoleses peu disponible aux
plantes. Ainsi, de grandes quantités d’engraisf® appliquées aux sols agricoles causant
son accumulation sous formes minérales et orgasi(Riehardson, 1994).

Dans le sol, le phytate (myo-inositol-hexakisph@ph est I'un des principaux
composes organiques du phosphore. Sa minéralissgimusceptible de fournir une source
de phosphore disponible pour les plantes et lesoraiganismes. L'hydrolyse du phytate
dans le sol est effectuée a l'aide des phytasexipaiement d'origine microbienne.
Certains genres bactériens, tels ®®seudomonasBacillus et Burkholderia sont déja
connus pour étre d’efficaces producteurs de phythsssi, 2008).

Les bactéries sont les organismes vivant danslléesoplus diversifiés et les plus
abondants (Killham, 1994). Les activitées métabagjwaccomplies dans le sol par les
bactéries sont impliquées dans de nombreux cyebggbchimiques (grands processus de
transformation de la matiére) des principaux élémentritifs des plantes et des matieres
organiques (Attiwill et Adams, 1993 ; Falkowskial, 2008 ;Matsumotet al., 2005).

Les bactéries jouent donc un role écologique essdatans la fertilité, la formation et
la régénération des sols, la santé et la produetigs plantes (Desgt al. 2004 ; Bashaet
al., 2004). Gréace a leur présence dans la rhizospeseplantes, elles sont capables de
réduire ou d’augmenter la libération, le transértabsorption de nutriments et de métaux,
jouant ainsi un role-clef dans la protection etdaissance de certains végétaux (Vessey,
2003). Elles participent également aux cycles dwsphore dans les sols et a la
minéralisation de nombreuses molécules organidCabi(z et al, 2000).

Pour mieux comprendre la relation entre les miganismes et la disponibilité du
phosphore pour la plante, les chercheurs ont étgilisieurs milieux sélectifs; mais
I'utilisation de ces milieux dans de différentesdss ne facilite pas la généralisation des

résultats de recherche.



Introduction

L’objectif de notre travail a été de réaliser utiedé comparative entre les milieux
sélectifs, spécifiques aux bactéries minéralisagridu phytate, les plus utilisés, et de
définir le milieu le plus convaincant. Pour celais@vons effectué une mise en culture de
bactéries dans ces milieux, nous avons choisi lastébes du genrdacillus et
pseudomonapour leur capacité a minéraliser le phytate dtdetérie du genreghizobium
comme témoin négatif par ce qu’elle est dépourdeesette spécificité de minéralisation.

La réalisation de nos expérimentations été au aeinsein du laboratoire de
biotechnologie et Amélioration des plantes du labmre de recherche de Génétique,
Biochimie et Biotechnologie Végétales (GBBV), a @bet El Rssas. Université
Constantine 1.

Notre mémoire est présenté en trois chapitres

Le premier chapitre représente une synthése biblpdggue sur le phosphore dans
le sol et son importance pour la plante, le phytate phytases, les bactéries contribuant a
la solubilisation du phosphore et les milieux si#lespécifiques a celle-ci.

Dans le deuxiéme chapitre nous verrons les souche®riennes et les milieux
sélectifs utilisé ainsi que les méthodes suiviag préalisation de notre étude.

Le troisieme chapitre représente les résultats ae expérimentations et leur
discussion.

Nous terminons notre rédaction par une conclustopeespectives, suivies de la

liste références bibliographiques.
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Revue bibliographique

Chapitre 1 : Revues bibliographiques
|. Le phosphore du sol
I.1. Le phosphore et son importance pour la plante

Le phosphore est un élément qui est largemenihligtdans la nature (FAO, 2004). Il est
considéré, avec l'azote et le potassium, commeomstitcuant fondamental de la vie des
plantes, mais il reste le moins disponible poysléate du fait de sa réactivité élevée avec de
nombreux constituants du sol (Lagrange, 2009), Dasssols acides, le phosphore est
susceptible de réagir avec les hydroxydes de fat'@auminium pour former des composés
relativement insolubles (Daltaet al, 1952)

Le phosphore entre dans une série de fonctionsétabmlisme végétal de la plante Il a
des fonctions a caractere structural dans des madgoules telles que les acides nucléiques
et des fonctions de transfert d'énergie dans déss voétaboligues de biosynthese et de
dégradation, et il agit sur le développement demes en activant son démarrage, c'est
egalement un facteur de précocité et de fructibcaBennai et Benabbas, 2007).

Dans les sols agricoles, il est essentiellemerggotésous forme d'anions orthophosphates
(Bertrand et Gigou, 2000). Les symptomes de casedagohosphate apparaissent d'abord sur
les feuilles agées (Etchebest, 2000 ; Plehet, 2000), soit du nombre de ramifications chez
les plantes comme les graminées (Rodrigeiesd., 1998)

1.2. Cycle du phosphore

Dans la nature, le phosphore existe sous formehdephate plutét que sous sa forme
élémentaire. Dans la solution du sol, les deuxcjpales formes d'ions phosphatés sont le
H,PQ; (conditions acides) et le HPG4(conditions alcalines) (Busma al, 2002).

Ces ions subissent des transformations comme t@idso, la minéralisation, la
précipitation, l'altération et la réorganisationcrobienne. Ainsi, le cycle du P comprend le
processus de prélévement du P par la plante,desftrmations des formes organiques du P
et les réactions chimiques de fixation et d'immeéatlon dans le sol. Le P est un élément peu
mobile dans le sol (Barber, 1995., Holford, 199C¢rtaines formes de P dans le sol sont
insolubles ou ont une solubilité modérée.

L’approvisionnement du phosphore en solution essdinfluence de deux sous-cycles
(figure 1) : un cycle biologique dans lequel lesugrements de P sont des formes organiques
dont les transferts sont assistés par des réadbiolzgiques et un cycle géochimique dans

lequel les groupements de P sont des composés quiemiet minéralogiques dont les
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transferts sont dirigés par des mécanismes abestique P du cycle géochimique provient
majoritairement de I'altération des roches méresgén, 1967).

Source
organique de P
(Fomier)

Source

imorganigue de
P (roche meére}

S o

Perte par érosion
etlessivage duo sol

Figure 1 : Schéma simplifié du cycle du phosphore montranstairces disponibles pour la

plante (adapté de Stewart, 1980)

Le P n'a pas d'effets toxiques directs sur les imsrau les animaux (Pierzynséi al, 2000),
mais il peut causer l'eutrophisation des eaux deai (figure 2). L'eutrophisation se définit
par une croissance accélérée des algues ou déspdauatiques. Les effets négatifs associés
a ce phénomene sont importants d'un point de voegque, économique et sanitaire :
dégradation de I'habitat (réduction de la teneuroggmgéne dissous), réduction de la
biodiversité, diminution de la valeur économiquedes usages récréatifs (Pierzynekial,
2000).
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Figure 2 : Eutrophisation des eaux de surface (Johann, 2004)
I.3. Différentes forme du phosphore dans le sol

Seule une petite partie du P du sol est directernentapidement disponible pour les
plantes. Elle est constituée par du P soluble, dufdgilement minéralisable et du P
inorganique faiblement adsorbé sur les colloidgsearx (Stevenson, 1986).

1.3.1. La forme inorganique (minérale)

Le phosphore inorganique (Pi) est présent surtolétat oxydé, principalement sous
forme de complexes avec Ca, Fe, Al et avec les naimxésilicatés. En sol organique, il est
essentiellement fixé sur Al et Fe (Kaila, 1959)s lfermes de l'ion phosphate varient avec le
pH. Pour des pH de 5 a 8, les formeg &, et PQ sont négligeables et laissent place a
I'équilibre chimique entre PO, et HPQ. A pH 6, 90% des phosphates sont sous forme
H.PQO,, contre 60% a pH 7 (Stevenson, 1986). Seule uriée peartie du P du sol est
directement ou rapidement disponible pour les p&ant
[.3.2. La forme organique

Le phosphore organique (Po) est définit par I'erderdes composés qui englobent un ou
plusieurs groupement phosphate et qui sont progaitde métabolisme des étres vivants, il
est essentiellement présent sous forme de phosghadsitol (phytate), et secondairement
sous forme de sucres, acides nucléiques, et phigspes (Mengel et Kirby, 1987), ils
constituent des réserves phosphorées (Frossaild 1995) provenant en majorité des plantes
et stockées dans les graines.

Les formes de Po les plus courantes dans les comglibaturelles sont les esters d’acide

orthophosphorique (mono- et diesters-P). Les mdame$® sont essentiellement constitués
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d’inositol-P (Anderson, 1980) qui peuvent provetterla végétation de surface ou étre inclus
dans la biomasse microbienne et leurs produitsbobtpes.

Les quantités des différentes formes de Po dépégéadralement du mode d’extraction
choisi, du type de sol, et de sa mise en valewriré&mla moitié du Po du sol existe sous une
forme qui n’a pas encore été déterminée. La plupmides composés non déterminés pourrait
étre constituée d'orthophosphates faiblement aésoshr les substances humiques ou liés a
celles-ci par des ponts métalliques (Stevensorg)199
l.4. Le phytate

Le phytate ou sel de l'acide phytique est égalemappelé le myo-inositol
hexakisphosphate. C’est le phosphate d’inositplus important dans les sols (Dalal, 1977) a
cause de sa stabilité chimique (Tureeral, 2002). L'acide phytique (IP6) sert a stocker le
phosphore dans les graines des plantes (mais, léyevoine et les [égumineuses) (Maenz,
2001).1l s’adsorbe fortement a la surface des oxydesdéfe Groot et Golterman, 1993) et
des argiles, ce qui le rend indisponible pour lEntes (Greaves et Webley, 1969). Les
complexes qu’il forme avec Fe, Al, Ca et les agyd@at une solubilité dépendant du pH, avec
une plus grande stabilité aux pH inferieur a Sugtésieur a 7,5 (Turneat al ., 2002), et qui
est régulée par le type de cation dans le sol €ali, 2001).

1.5. Les phosphatases dans le sol

Parmi les phosphatases, on peut différencier le®sgitomonoestérases, les
phosphodiestérases, les phytases et les nucléssamt|respectivement libérer du Pi a partir
des monoesters, des diesters, du phytate (acidepéyu phytine) et des acides nucléiques
(Quiquampoix et Mousain, 2005).

1.5.1. Les phosphatases bactériennes

Les phosphatases dans le sol peuvent étre progugtesn certain nombre d’espéces de
bactéries, surtout celles qui sont associées aamtgd dans la rhizosphére (Rodriguez et
Fraga, 1999). Ces bactéries ont un effet bénéfsgmda croissance des plantes comme la
production d’enzymes pour la minéralisation du Bles sont aussi utilisées comme des
biofertilisants et agents de contréle pour l'am@imn des cultures (Glick, 1995.,
Lemanceau, 1992). Parmi ces bactéries, on troRseudomonas, Bacillus, Rhizobium
(Rodriguez et Fraga, 1999).

1.5.2. Les phosphatases fongiques
Beaucoup de champignons du sol ont un effet bé&mefeyr la nutrition phosphatée des

plantes hoétes, lls stimulent la croissance par rdiv@écanismes dont la sécrétion de
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phosphatases qui dégradent les phosphates orgarequei (Joneet al, 200(., Matumoto-
Pintro, 1996.Quiquampoix et Mousain, 200¢
1.5.3. Les phosphatases racinaire

Suite a la faible disponibilité du Pi dans lessakrtaines plantes sécréetent par les ra
des phosphatases acides pour hydrolyser le Poraigotes races (Duffet al, 1994). Des
études biochimiques et moléculaires suggérentrfmte que la sécrétion des phosphat
acides constitue une partie intégrante des meécasigie réponse des plantes a la fe
disponibilité en P des sols (Tret al, 2010) .

|.6. Les phytases

Les phytases sont naturellement présents cheddetep et les mic-organismes, en

particulier les champignons. lls sont une sousselal® phosphatases, qui clivent efficacer
le phytate (myo-inositohexakis phosphate) en inositol et en phosphorganique (Figure
3)(Yadav et Verma, 2012).

04P0 OO, OH
O?:BPO Phytase HO 3
g 0PO; H20+ HO on +6P0,
04P0 HO
Phytate Inositol

Figure 3: Réaction catalysée par la phyi (Yadav et Verma, 201
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Il. Les bactéries minéralisatrices du phosphore organige

[I.1. La minéralisation du phosphore organique

En agriculture, le sol joue un réle essentiel dansutrition des cultures car : il retient
la solution du sol, il fixe certains éléments rtifgiet il abrite les micro-organismes qui
produisent des composées organiques qui permétteldveloppement du systeme racinaire
des plantes, et qui solubilisent des éléments minérazote, phosphore, calcium) non
assimilables en éléments directement assimilalaetep plantes (Martineaat al, 2008).

Parmi ces micro-organismes, il existe de nombreusastéries (rhizobactéries
promotrices de la croissance) de genres différeuiis sont capables de minéraliser le
phosphore insoluble (P) a une forme accessibleoble. Tel que Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterj Micrococcus, Aerobacter,
Flavobacterium, Chryseobacterium, et Erwinia. ..c..€es bactéries ont été décrites comme
étant des bactéries solubilisatrices du phospR&8). (Igualet al, 2001).

L’augmentation de la disponibilité du P dans le gat les micro-organismes se fait
par deux méthodes:

- la dissolution des phosphates inorganiques pdiolfades acides organiques (Abd-Allah
1994., Halder et Chakrabartty, 1993; Richardsor@4)9tels que les acides lactique,
glycolique, oxalique et l'acide citrique (Louw eteWly., 1959). Ces acides organiques
vont se complexer avec le calcium, le fer ou l'aliom, libérant ainsi du Pi dans la
solution du sol (Jones, 1998).

— La minéralisation des phosphates organiques paiotades phosphatases (Abd-Allah,
1994; Halder et Chakrabartty, 1993), qui ont lappikié de catalyser I'hydrolyse des
liaisons esters phosphoriques et d’anhydrides déscen libérant du Pi. Une fois que le P
est minéralisé, il peut étre absorbé par les pkanimmobilisé par la biomasse
microbienne, précipité dans les complexes inorgasqou absorbé sur les surfaces
minérales (Paul et Clark, 2007).

II.2. Les bactéries minéralisatrices du phosphore organige (PSB):

[1.2.1. Les bactéries du genrdBacillus

LesBacillusforment un genre de bactéries a gram positif, @epant a la famille des
bacillacées Bacillacea¢, I'ordre des bacillales (Bacillales), la classes dacilles (Bacilli).
Ces bactéries sont capables de produire des errdssfgur permettant de résister a des

conditions environnementales défavorables.
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C’est le genre le plus abondant dans la rhizospledies sont potentiellement util
comme agents de lutte biologique (Nago et al, 2007) elles sortapables de solubiliser
phosphate , produire de I'AlA, sidérophore et antfique métabolite (Char: et al, 2005).
Ces bactéries sont fréquemment retrouvées au agssides racines des plantes ou certz

espéeces ont un réle dans le cycle de e et d’azote.

Figure 4 : Imagerie microscopique de la bact Bacillussubtilis (Carballidc-Lopez ;2007)

11.2.2. Les bactéries du genréPseudomonas

Les Pseudomonasappartiennent au phylum deProteobacterii, classe des
Gammaproteobacteria, ordre dPseudomonales. Ce sont des bacilles a Gram nédjaiis
et fins, aux extrémités arrondies, d’'une taille yermne de 2 sur 0,5 um (Palleroni, 19

Ces bactéries sont mobiles grace a une ciliatak&rp monotriche, lophotriche ¢
multitriche, ellessont capables d'utiliser de nombreux substrats rdogtbonés comm
sources de carbone et d’énergie. LPseudomonasont une capacité élevée a colonise
rhizosphere ainsi que les racines des plantess stint capables de former des associa
intimes avec leurs hotes (Hofte et de Vos, 2006Qjweaéduit le nombre de sites habitak
pour les microsrganismes pathogénes et par conséquence, lewsamoe (Reyeet al.,
2004).

10
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Figure 5 : Imagerie microscopique de la bact PseudomonafiuorescensSaharan
et Nehra., 2011)

11
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lll. Les milieux sélectifs des bactéries minéralisatrés du phytate

Comparées aux champignons et aux actinomyceteshderies sont les micro-
organismes prédominants qui peuvent solubilisgghiesphate dans le sol (Yin, 1988)ya
guelques espéces de bactéries qui ont un potesiteE pour la minéralisation et la
solubilisation du phosphore organique et inorgamifithiari et Parent, 2005). On trouve les
souches des genrBseudomonas, Bacilliet Rhizobiumqui sont les agents de solubilisation
des phosphates les plus puissants (Rodriguez g&,Ft899)

Plusieurs chercheurs ont utilisés différents mdiele culture pour l'isolement des
bactéries minéralisatrice de phytate, et pour détdu mécanisme de la solubilisation des
phosphates inorganiques.

L'activité de la solubilisation a été évaluée gaavement par la formation de halos
(zones claires) autour des colonies en croissamcansmilieu solide contenant du phosphate
de calcium comme seule source de phosphore (Vazqaéz2000).

Afin de mieux étudier ce phénoméne, les cherchentsttabli plusieurs milieux de
cultures, liquides ou solides, ces milieux ontapaxité d’isoler les bactéries minéralisatrice
de phytate.

Dans la catégorie des milieux solides on trouve :

— Le milieu PVK agar Rikovskaya., 1948), ce milieagit en tant que milieu sélectif pour
l'isolement spécifique de PSM (phosphore izolatmicroorganisms) en raison de la
présence de calcium triphosphate (TCP) qui esbhugour la formation de halo zone
(Sharma, 2005). Sur la gélose de Pikovskaya, debrearmes bactéries et champignons
présentent un tres grand nombre de colonies erstol@reaones claires et transparentes. En
raison de leur efficacité de solubilisation toutes souches solubilisent le calcium
triphosphate (TCP) dans le milieu. L'efficacité pétre difféerente pour chaque souche
(Hemalatheet al, 2013).

— Howson et Davis (1983) ont travaillé sur le miliB&M EPhytase screening medium)
pour détecter les bactéries productrices de phytase Ca-phytateomme seule source
de P.

— Hill et ces collaborateurs (2007) ont utilisé denmlieux pour isoler les bactéries
minéralisatrices du phytate, le milieu M1 qui estmailieu d’enrichissement il contient
I'orthophosphate comme source de P, le thiosubale glucose comme source de C, et

le milieu M2 qui contient de I'agar-sodium phytailisé par Richardson et Hadobas

12
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(1997) pour identifier les micro-organismes ayanipbtentiel de dégrader les phytate.
Les faux positifs peuvent résulter de traces dusphore et non du phytate par
I'apparition de fausses zones autour des coloRehéardson et Hadobas, 1997).

Jossi (2008) a travaillé sur le milieu Angle magifAngleetal., 1991) avec Na - InsP6
comme seule source de P, ce milieu a été utilisg lgodétection de l'activité phytase
(Richardson et Hadobas , 1997 ). Bdaeal. (1999) ont remarqués qu’ont peut observer
des colonies se développer dans le milieu Anglewgées des zones claires, et qui sont
semblables aux colonies minéralisatrices de phytates des tests ont révélés que ces
colonies sont des faux positifs car elles sont dael dissolution du phytate par
I'acidification et non par I'hydrolyse des groujplesP.

Le milieu NBRIP (National Botanical Research Ingi{s phosphate) pour isoler les
PSB, en présence de calcium triphosphate (TCP) eoseule source de P (Nautiyala,
1999). Les souches PSB les plus efficaces pourlldbisisation de P ont été identifies a

I'aide des extractions d’ADN brut suivie d'une gs@lpar PCR (Bekt al, 1998).
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes
I. Lieux et durée de I'étude
La présente étude a été réalisée au sein du laberade biotechnologie et
Amélioration des plantes du laboratoire de recterde Geénétique, Biochimie et
Biotechnologie Végétales (GBBV), a Chaabet El R99asversité Constantine 1
Pour une duré de quatre semaines, qui s’étend lerit@&Mars et le 5 Mai 2014.
Il. Objectif
L'objectif de notre travail vise a tester quatreli@nix sélectifs spécifiqgues aux
bactéries minéralisatrices du phytate les plussasl dans la bibliographie, et faire une
comparaison qualitative entre ces derniers poutrenen évidence les différences et les
similarités entre les résultats de culture surdi#érents milieux sélectifs.
[ll. Les souches bactériennes
Au cours de notre travail nous avons utilisé destdsees issues de la collection de
culture microbienne du laboratoire cité ci-dessus.
Les bactéries utilisées on été conservées a -88A€ du glycérol. Parmi ces bactéries
nous avons choisie les souches suivantes
[11.1. Bacillussubtilis
Les bacillus sont les PSB les plus abondants dans la rhizospbetes plus efficaces
pour la solubilisation du phosphate. (Mahesetal, 2012). La bactériBacillus subtilis
pousse sur le milieu LB (Luria Bertani) comme mil@enrichissement ou elle est incubée
a 28°C pendant 24h a 48h.
[11.2. Pseudomonas sp
Les bactéries de ce genre on été considérées cetamtepromotrices de la croissance
des plantepour plusieurs mécanismes tels que la fixationat&zt la solubilisation du
phytate (Lemanceau., 1992).
Leur milieu sélectif est le milieu King B ou ellesnt incubées pendant 24h a 28°C
(King, 1954)
[11.3. Rhizobium TL19
Ces bactéries sont capables d’établir une symffiicesteice d’azote avec des plantes de
la famille des légumineuses, Elles fournissent aplante les substances azotées
synthétisées a partir de 'azote atmosphérique (P@w2005). N'ayant pas la spécificité

de solubiliser le phytate, elles sont utiliséessdamtre travail comme témoin négatif.
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Le milieu le plus utilisé pour leur culture dstmilieu YMA (yeast Mannitol Agar)
pendant 24h a 28°C (Vincent, 1970).

IV. Méthodes de travail

Pour la réalisation de ce travail nous avons affexnos essais en trois répétitions
pour chaque bactérie.
IV.1. Préparation des milieux
IV.1.1. Les milieux d’enrichissement

Les milieux utilisés sont préparés selon les coitipos indiquées dans les
tableaux suivants :

Tableau 1 :composition du milieu LB (Luria Bertani).

Composant milieu Quantité
Bactotryptone 10 g/l
Extrait de levure 5 g/l
NacCl 5 g/l
Agar 15 g/l
pH 7

Tableau 2 :composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar).

Composant milieu Quantité
Bactotryptone 10 g/l
K,HPO, 0,5 g/l
MgSOsH-0 0,2 g/l
Extrait de levure 0,59/
NaCl 0,1 g/l
Agar 15 g/l
pH 6,8

Tableau 3 :composition du milieu king B

Composant milieu Quantité
Peptone 20 g/l
Glycerol 10 mi
KoHPO, 1,54/
MgSQ, 7H,0 1,5 g/l
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Tableau 3 :composition du milieu king B (suite et fin).

Agar

15¢/I

pH

7,2

Apres autoclavage 20 min a 120°c les milieux séptrtis dans des boites pétris pour se

solidifier.
IV.1.2. Les milieux sélectifs

a. Milieu PVK agar

Mis au point par Pikovskaya en 1948, il est utilmgur I'isolement des bactéries

phytasiques en présence de calcium triphosphatB)(Tdont la composition est présentée

dans le tableau 4.

Tableau 4: composition du milieu PVK agar (Pikovskaya, 1pdgrés modification.

Composant milieu Quantité g/500ml
Glucose 5
Yeast Extract 0,25
(NH4)2SO 0,25
MgSOs.7H,0 0,005
Na-InsP6 2.5
NaCl 0,1
KCI 0,1
MnSQO,.2H,0 0,001
FeSQ.7H,O 0,001
Agar 7,5
pH 7

b. Milieu Angle

Etabli par Angleet al en 1991 et modifié par Jossi en 2008, ce milied@uble

couches contient comme seul source de phosph@ieytate de sodium Na-insP6, il est

utilisé pour tester la capacité des bactéries aadég le phytate (Richardson et Hadobas,

1997).
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Tableau 5 :composition de la premiére couche du milieu Angené phytate)

composant milieu Quantité g/500ml
Tris-HCI 0.5 M 20 ml
Fe/EDTA solution : 55ul
oligo-elements 500 pl
KOH1M 2504l
NH4NO; 0.1g
MgCl,.6 H,O 0.203 g
KCI 1.75¢g
Agar 7540
CaSQ.2H,0 0.34 ¢
Glucose 0.25g
pH 7

Tableau 6:composition de la deuxieme couche du milieu Angle¢ phytate)

composant milieu Quantité g/500 mi
Tris-HCI 0.5 M 20 ml
Fe/EDTA solution : 55l
oligo-elements 500 pl
KOH1M 250ul
NH4NO; 0.1g
MgCl,.6H,0 0.203 g
KCI 1759
Agar 7549
Glucose 05¢g
Na-InsP6 (Dodeca sodium salt of inositol hexaphosplacid) 59
pH 7

c. Milieu NBRIP

Mis au point par Nautiyal en 1999, pour sélectionies bactéries phytasique avec le

calcium triphosphate (TCP) comme source de phosphor
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Tableau 7:composition du milieu NBRIP (Nautiyal,1999) apresdification.

Composant milieu Quantité g/500ml
Glucose 59
(NH4)2S0y 0,059
MgSQ:.7H,0 0,125¢g
Na-InsP6 25¢
NaCl 019
KCI 019
Agar 7540
pH 7

d. Milieu Hill

Utilisé par Hill et ces collaborateurs en 2007,
Tableau 8:composition du milieu Hill (Hill etal ; 2007)

Composant milieu Quantité g/500ml
NaS;03 - 5SHO 59
Glucose 49
MgCl, - 6H0 059
NH,4CI 0.15¢
FeCk - 610 0.02 g
solution d' oligo-élément 0.5 ml
phytate de sodium 15¢9
CaCb - 2HO 25¢g
Biotine 0.005¢
Agar 10g
pH 7

Toute les préparations des milieux on été stéedisa 120°C pendant 20min. Le
glucose et le phytate dilué en solution sont #ltéé 2um et ajoutés aux milieux. Les
mélanges sont réparties dans des boites de pétiscin de 3mm d’épaisseur.

IV.2. Inoculation des bactéries dans les milieux énrichissement

Les bactéries préalablement conservées dans lérglya -80°C sont inoculées dans les

milieux de culture adéquats a leur régénératiomiaen24h a 48h a 28°C.
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IV.3. Repiquage sur les milieux sélectifs

Sous une hotte, Apres 24h d’incubation des soubhetriennes dans les milieux de
culture, une colonie de chaque bactérie est prélaviéaide d'une anse, puis striée le plus
régulierement possible sur tous les milieux séedB répétitions) pour y déposé les
bactéries. Les boites inoculées sont en suite geuld 28°C et la croissance bactérienne
est surveillée pendant 5 jours.
IV.4. teste de lecture

Apres incubation a 28°C pendant 5 a 7 jours, neussprocédé a une observation

en se basant sur les criteres permettant lisolene¢nlidentification des bactéries

minéralisant le phytate tels que I'aspect des detoet le critere sélectif du milieu.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

|. Résultats

Les résultats de l'inoculation des bactéries dassmilieux sélectifs sont mentionnés

dans le tableau 9:

Tableau 9: Représentation de la croissance bactérienneeetadtivité de la

minéralisation du phytate dans les quatre miliealectifs aprés 5 a 7 jours de

croissance.
Bacillus subtilis Pseudomonas sp Rhizobium TL19
Croissancg Minéralisation| Croissance Minéralisation| Croissancg Minéralisation
bactérienne du phytate | bactérienne du phytate | bactérienne du phytate
Milieu
++ +++ ++ +++ - -
Angle
Milieu
++ ++ ++ ++ ++ -
NBRIP
Milieu
+++ +++ +++ +++ +++ -
PVK
Milieu
Hill

Croissance: +++ Bonne croissance, ++ Ga0is moyenne, - aucune croissance.

Minéralisation : +++ Minéralisation biensible, ++ minéralisation moyenne, -

aucune minéralisation.

Selon le tableau des résultats, des différence é&grmilieux en pu étre notées :

Le milieu Angle a donné une croissance moyenne pesirbactérieBacillus

subtilis et Pseudomonas spet on ne trouve aucune croissance pour la souche

Rhizobium TL19Nous remarquons aussi une bonne minéralisatiorhgitaie par

la présence de zones claires au tour des colopedattérie®acillus subtilis et

Pseudomonasp, et aucune poihizobium TL19

Le milieu NBRIP permet une croissance moyenne fEsirois souches utilisées.

La minéralisation du phytate, c’est aussi jugé maoge sauf pour la souche

Rhizobium TL1®U elle est absente.

Le milieu PVK nous laisse observer une forte camise des souches bactérienne

présenté par des colonies bien développé et bars.cPour la minéralisation du

phytate on a constaté un éclaircissement de toumilieu a la périphérie des
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colonies des bactérieBacillus subtilis et Pseudomonasp pour la bactérie
Rhizobium TL1% minéralisation est absente
* Le milieu Hill n’a donné aucun résultat positif pdes trois souches utilisées
Par ailleurs, aucune différence de temps de cruissa’'a €té notée entre les quatre
milieux

Les photographies de des résultats de I'inoculatmn représentées dans la figure 6.
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Bacillus subtilis Pseudomonas sp Rhizobium TL19

Milieux

Angle

Milieu
NBRIP

Milieu
PVK

Milieu
Hill

Figure 6 : Résultats de I'inoculation des bactéries danslesrg milieux sélectifs aprés

une période de 5 a 7 jours de croissance a 28°c
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[I. Discussion

Les microorganismes de la rhizosphere sont régufiént isolés par épuisement
sur gélose. La revue de littérature sur la recteedds bactéries minéralisant le phytate
par culture sur milieu sélectif rapporte un gramenbre de milieux utilisés (le milieu
Angle (Angleetal., 1991), Le milieu NBRIP (Nautiyala, 1999), le rad Hill (Hill et
al., 2007), milieu PSM (Howson et Davis, 1983) anideu PVK (Pikovskaya., 1948).

Dans notre étude pour la détection de bactériegnalisant le phytate, nous avons
comparé les quatre milieux de cultures sélectifstartant le Na-InsP6 comme seule
source de P les plus utilisés dans la bibliographie

Les milieux de culture sont classiquement compdaése source de carbone, une
source d’azote, des micronutriments nécessairégaloppement des cellules, d'oligo-
éléments nécessaires ou souhaitables au développatae cellules, et plusieurs
sources de phosphore ont été utilisées. Ainsig$t d’efficacité relative des isolats
permet de sélectionner les microorganismes capatgeproduire des zones claires
autour des colonies. Ces zones claires sont diaegraduction d’acide organiques dans
le milieu entourant les colonies en question (Hedgoet al, 1990). Ainsi, plusieurs
bacteries et champignons isolés, ont montré ladti#a solubiliser les phytates, parmi
ces genres, les plus souvent isolés ont trdeseudomonafChabot et al 1993) et
Bacillus (Arora et Gaur, 1978) d’'ou notre choix de ces &ae$s en plus de leur
séquencgage complet ayant permis I'identificatiorydoe phytase dans leur genome.

Nos résultats montrent que trois des milieux @@sigles milieux Angle, NBRIP,
PVK) ont présenté des zones claires transparentésura des bactéries, due a
I'absorption du P organique par la bactérie pdugrier le P inorganique.

Le degré de la minéralisation du phytate est difiéentre les souches bactériennes
et les milieux utilisés.

Les résultats obtenus peuvent étre traduits deepltssmanieres, on se basant sur
les études réalisées auparavant sur les bactéreatisatrices du phytate et leurs
milieux sélectifs.

Selon Baeet al (1999), toutes les souches qui se développerkesuilieu Angle
doivent étre considérées comme des bactéries gradiscdu phytase méme celles qui
n’'ont pas produit de zones claires autour d’elles.

Nos résultats on montré que parmi les trois bagéutilisées, deux d’entre elles

(Bacillus subtilis, Pseudomonap)ont pu croitre sur ce milieu en produisant des gone
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claires et que la troisiem®&lKizobium TL1Putilisée comme témoin négatif n'a donné
aucune croissance, ce qui confirme I'étude ci-dessu

L'étude comparative menée par Shekhar Nautiyal 1,9 démontré que les deux
milieux PVK et NBRIP donne des résultats similaipesir I'activité de minéralisation
du phytate ce qui confirme nos résultats.

Par ailleurs Deepika Divya Kadiat al. (2013) qui ont utilisé les mémes milieux
PVK et NBRIP ont montré que les bactéries de sbéation du phytate sont des
bactéries aérobies dont certaines sont des bacwpm@mulantes. L'identification de ce
groupe a montré que les bactéries du gBallus étaient les PSB prédominantes dans
tous les sols testes, suivies par le g&tlseudomonase qui confirme nos résultats.

Nos résultats montrent que le milieu Hill ne papas étre un bon milieu en raison
de I'absence de croissance. D’apres I'étude de edliil. (2007), leur milieu sélectif
(Hill) doit étre précédé par la mise en culture Hastéries minéralisatrices du phytate
dans un milieu d’enrichissement contenant |'orttaggihate, le thiosulfate et le glucose,
afin de maintenir l'activité phytase de ces baetrdes études plus récentes ( Irsttad
al., 2012, Maougakt al ., 2014 ) montrent que la pré-culture sur milieahe en P
donné de faux positifs dans la mesure ou la cnecgsaur le milieu sélectif serait du
aux réserves en P de la bactérie et non a la rlisa#ran du phytate présent sur le
milieu. En moyenne, 70% des bactéries isolées esumitieu (Hill) étaient capables de
se développer et de produire une zone acide deamsapion sur des plaques contenant
du phytate de calcium comme seule source de phospRxhardson et Hadobas, 1997;
Hill et Richardson, 2006).

Pour notre cas I'absence de résultats positifs [@oonilieu Hill, peut étre expliquée

par la non utilisation du milieu d’enrichissemepésifique.
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Conclusion et perspectives

Le Phosphore est I'un des nutriments essentielsr gaucroissance et le
développement des plantes, et sa déficience estifnément un facteur qui limite la
production des cultures dans plusieurs écosystémtedgré la biodisponibilité du
phosphore dans le sol la plante ne peut utiliseungu petite partie libérée par la
minéralisation, les microorganismes du sol jouentale important dans ce processus ils
absorbent le phytate comme forme organique de kbéent le P inorganique par la
réaction des phytases.

Le présent travail avait pour bute de réalisé undeecomparative entre les milieux
sélectifs, spécifiques aux bactéries minéralisagridu phytate, les plus utilisés, et de
définir un milieu de référence a utiliser dorénavan

Nos résultats nous ont permis de constater uférelifce de croissance d’'un milieu
a un autre et méme entre différentes bactériesii@es dans le méme milieu sélectif.

La différence est aussi présente pour la minétaisalu phytate observé par la présence
de zones claires autour des colonies.

Ainsi les différences entre les cultures bactémsnnous laissent dire que parmi les
quatre milieux testés (Angle, PVK, Hill, et NBRIR¢, milieu PVK est le milieu le plus
convaincant par ces résultats de croissance destraches bactériennd®aCillus subtilis,
Pseudomonasp et Rhizobium TL19)et aussi par sa spécificité pour les bactéries
minéralisatrices du phytate.

Afin de confirmer ou d'infirmer ce résultat il sér maintenant intéressant
d’approfondir les recherches en

* Quantifiant, dénombrant ces isolats sur ces diffisrenilieux.
» Testant ces milieux directement avec des isolata d@zosphere.

Et ceci afin de généraliser les résultats obtenus.
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Résumé

Résumeé

Apres 'Azote le Phosphore est I'élénneutritif le plus important pour les plantes,
Toute fois les réserves du phosphore dans le spéueent pas étre totalement disponibles
pour la plante. Le phytate est la forme organiquigldosphore qui est une fois minéralisé
sous l'action de phytase d’origine microbiennerglke phosphore inorganique assimilable
par les plantes. Pour mieux étudier les mécanisdeesninéralisation du phosphate
organique par les microorganismes, une mise enreutte ces derniéres est indispensable.
Mais I'utilisation de plusieurs milieux différente facilite pas la comparaison des résultats
de recherche. Dans cette étude une mise en culesesouches bactériennBacillus
subtilis, Pseudomonaspet Rhizobium TL1%ans les milieux sélectifs : Angle, NBRIP,
PVK et Hill a été réalisé a fin d'effectuer une sa comparative des résultats de la
croissance et de la minéralisation du phytate.éNétnde a révélé que le milieu PVK est le
milieu sélectif le plus convaincant comparé auxiauit testé, car il nous a permis d’avoir
une trés bonne croissance des bactéries utilia#es,qu’'une forte minéralisation observée

par des zones claire autour des colonies.

Mots clés :Milieux sélectifs, bactéries phytasiques, phytataméralisation, phytase.



Abstract

Abstract
After Nitrogen Phosphorus is the mosportant nutrient for plants, but the

reserves of phosphorus in the soil can not be abjilable to the plant. Phytate is the form
of organic phosphorus is mineralized once undematti®mn of microbial phytase liberates
inorganic phosphorus assimilated by plants. Fortebestudy the mechanisms of
mineralization the organic phosphate by microorgasi, culturing of these is essential.
But the use of several different media does natit@e comparison of research results. In
this study the culture of bacterial straBacillus subtilis Pseudomonasp andRhizobium
TL19 in selective media: Angle, NBRIP, PVK and Hilere realized for the comparative
analysis of the results of growth and mineralizatRhytate. Our study revealed that the
PVK medium is the most convincing selective medicompared to the medium tested,
because it allowed us to have a very good growthbadteria used, and a high

mineralization observed by clear zones around ¢eson

Keywords: Selective media, phytasiques bacteria, phytateeralization, phytase.
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fois les réserves du phosphore dans le sol ne peypas étre totalement disponibles pou
plante. Le phytate est la forme organique du phogphui est une fois minéralisé sous l'actior
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