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Résumé 
La capacité des BSP à solubiliser le phosphate est considéré comme l’un des caractères les 

plus importants associés à la nutrition des plantes. Dans notre étude 26 isolats des bactéries 

rhizosphérique ont été obtenus. Ces isolats ont été évalués pour leur capacité à solubiliser le 

phosphate tri-calcique .L’étude de la solubilisation de phosphate sur milieu liquide a montré 

que le taux de solubilisation maximale été observé chez l’isolat TP1 (6,5ug/mL).  

Mots clés : solubilisation de phosphate , BSP. 

 

 

Abstract  
The ability of phosphate-solubilizing bacteria (PSB) to solubilize phosphate is considered 

one of the most important traits associated with plant nutrition. In our study, 26 isolates of 

rhizospheric bacteria were obtained. These isolates were evaluated for their ability to solubilize 

tricalcium phosphate. The study of phosphate solubilization in liquid medium showed that the 

maximum solubilization rate was observed in isolate TP1 (6.5 µg/mL).  

Keywords: phosphate solubilization, PSB. 

 

 

 الملخص :

على إذابة الفوسفات واحدة من الصفات الأكثر أهمية المرتبطة بتغذية  )PSB (تعتبر قدرة البكتيريا المذيبة للفوسفات

عزلة من البكتيريا الجذرية. تم تقييم هذه العزلات لقدرتها على إذابة فوسفات  26النبات. في دراستنا، تم الحصول على 

  TP1ان ملاحظًا في العزلة الكالسيوم الثلاثي. أظهرت دراسة إذابة الفوسفات في وسط سائل أن معدل الإذابة الأقصى ك

  )ميكروغرام/مل6.5( 

 .: إذابة الفوسفات ، البكتيريا المذيبة للفوسفات الكلمات المفتاحية

 



 
 
 

Introduction 



Introduction  

 1 

Introduction 

Le phosphore (P) est un nutriment clé pour la productivité biologique et agricole durable, il 

joue un rôle fondamental dans tous les processus métaboliques majeurs des plantes, y compris la 

photosynthèse. Une grande partie (95% à 99%) se trouve sous nombreux forme inaccessible aux 

Végétaux (khan et al., 2009). 

 En agriculture Généralement, l’application des engrais à base de phosphore viens comme une 

réponse à la déficience du phosphore, mais malheureusement l’utilisation et l’ajout d’engrais en 

excès de la quantité favoriser par les plantes peut provoquer des problèmes environnementaux 

nocifs (Kang et al., 2011).  

Certaines bactéries dénommé comme les BSP (Bactéries solubilisant phosphate) (Zhu et al., 

2011), sont capables de solubiliser le phosphate insoluble dans le sol pour être accessible pour la 

plante, c’est un moyen d’augmenter sa disponibilité pour la plante dans l’environnement 

naturellement (Bhattacharyya et Jha 2012). Ces bactéries sont fréquentes dans la rhizosphère et 

peuvent être utilisées pour résoudre ce problème (Vessey, 2003), en permettent la disponibilité du 

phosphore pour les plantes par solubilisation des phosphates précipités (Kucey et al., 1989). 

L'utilisation de BSP peut non seulement améliorer la disponibilité du phosphore, mais 

également réduire la dépendance aux engrais chimiques, ils pourraient être une source prometteuse 

comme agent bio-fertilisant contribuant ainsi à une agriculture plus durable et respectueuse de 

l'environnement (Sharma et al., 2007). 

Pour maximiser l'efficacité des BSP dans la solubilisation du phosphate, il est crucial 

d'optimiser les conditions de culture, divers facteur peuvent influencer l'activité de ces 

bactéries, une compréhension approfondie de ces paramètres et de leurs interactions est 

nécessaire pour déterminer les conditions optimales permettant d'obtenir une solubilisation 

maximale du phosphate.  

L'objectif principal de cette étude est de déterminé rhizobactéries efficaces dans la 

solubilisation du phosphate. 

Notre travail s’organise autour de trois parties : 

La première partie fait état des connaissances existantes sur les rhizobactéries  et de leurs 

capacités à solubilisé le phosphate. 
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La deuxième partie expose l’ensemble des méthodes expérimentales mises en œuvre pour la 

sélection des BSP. 

La troisième partie retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude. 

 

 



 
 
 
 
 

Chapitre I : 
 Synthèse bibliographique 
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I.1 Rhizosphère  
Le terme rhizosphère, employé pour la première fois en 1904 par l’agronome allemand 

Hiltner, signifie étymologiquement  "rhiza" racine et "sphere " ce qui entoure la rhizosphère est 

donc la région du sol immédiatement adjacent (environ 2 mm) aux racines des plantes et qui est 

directement ou indirectement influencé par celles-ci (Bais et al.,2006). 

Elle représente le lieu d’échange essentiel entre la plante et le sol. On y observe une présence 

importante de micro-organismes liés les uns aux autres par de complexes réactions positives ou 

négatives (Fuchs et Herisse, 1999). Globalement, il existe trois éléments distincts reconnus 

dans la rhizosphère : Ectorhizosphère, le rhizoplan, et la racine elle-même ou l’endorhizosphère 

(Fig 1). 

L’ectorhizosphère est la zone de sol influencée par les racines grâce à la libération de 

substrats affectant l'activité microbienne, le rhizoplan est la surface de la racine, comprenant 

les particules de sol adhérant fortement et l’endorhizosphère est une partie du système, car 

certains micro-organismes endophytes sont capables de coloniser les tissus des racines internes 

(Bowen et Rovira, 1999). 

 
Figure 1 : Représentation schématique des zones de la rhizosphère (Lynch, 1983). 

 
La rhizosphère contient une grande diversité de bactéries appelés les rhizobactéries. Elles 

peuvent être neutres, pathogènes ou bénéfiques aux plantes qui les entourent. Le groupe des 

bactéries vivant autour, en contact ou à l’intérieur des racines et ayant la capacité d’apporter 

des avantages bénéfiques aux plantes sont communément appelé PGPR, de l’anglais : Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria, signifiant : bactéries promotrices de la croissance des plantes 

(Rai et al., 2018). 
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I.2.  Les bactéries promotrices de la croissance des plants 

(PGPR) 
Le terme PGPR a été proposé pour la première fois par Kloepper en 1980. Les PGPR 

interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de manière directe ou 

indirecte (Fig. 2). Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement les systèmes racinaires 

et influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant 

contre des infections par des agents phytopathogènes (Khan et al., 2009). 

 
Figure 2 : Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphère (Khan et 

al., 2009). 

I.2.1. Mécanismes d’action des PGPR : 
Les PGPR peuvent modifier la structure des racines et favoriser le développement des 

plantes (Kloepper et al., 2007), et leur croissance par l'un des deux mécanismes direct ou 

indirect.  

Pour le mode direct, les PGPR améliorent la croissance des plantes en solubilisant des 

minéraux essentiels (azote et phosphore) les rendant ces nutriments plus accessibles aux 

plantes. Ou par modulation des niveaux d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014). 

Concernant le mode indirect, les PGPR protègent les plantes contre les pathogènes en 

produisant des antibiotiques, des enzymes dégradant les parois cellulaires des agents 

pathogènes, et en induisant des résistances systémiques chez les plantes. Ces actions combinées 

contribuent à une meilleure croissance et à une résilience accrue des plantes. 
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I.3. Généralité sur le phosphore : 
Le phosphore est un élément qui est largement distribué dans la nature (Zapata, 2004). C’est 

un constituant chimique non métallique (Beaudin, 2006). Il est considéré comme le nutriment 

le moins disponible pour les plantes du fait de sa réactivité élevée avec d'autres éléments 

présents dans le sol, tels que le calcium, le fer et l'aluminium (Giroux et al.,2002). 

Malgré les réserves abondantes de phosphore, cet élément n’est pas disponible sous une 

forme adaptée à l’absorption par les racines des plantes, cette faible disponibilité du phosphore 

pour les plantes est due au fait que la majorité du P du sol se trouve sous des formes insolubles, 

alors que les plantes n’absorbent que deux formes solubles du P : les ions monobasiques 

(H2PO4
-) et dia basiques (HP2O4

-) (Glick, 2012). 

I.3.1. Différentes formes du phosphore dans le sol : 
Les différentes formes du phosphore présentes dans le sol résultent de variations dans son 

acidité, son alcalinité et l'activité biologique du sol. Une première analyse permet d'identifier 

les formes suivantes :  

I.3.1.1. Phosphore solide inorganique : 

Dans les sols, le phosphate dicalcique dihydraté et le phosphate dicalcique sont 

principalement présents dans les sols neutres et calcaires. Dans les sols calcaires, le phosphore 

à faible concentration est retenu par la surface du CaCO3 grâce au remplacement des ions de 

CO3
2- par le phosphate. Lorsque la concentration en phosphore est plus élevée, une précipitation 

de phosphate de calcium se produit à la surface du CaCO3 (Yin et al., 1989). Initialement, le 

phosphate de calcium formé est amorphe, mais il se transforme progressivement en une 

structure cristalline de faible solubilité (Parfitt, 1978). 

I.3.1.2.  Phosphore organique : 

Stevenson (1986) a rapporté que de 15 à 80 % du phosphore (P) présent dans les sols se 

trouve sous forme organique, avec la quantité exacte dépendant de la nature et de la composition 

du sol. Selon Hon et Yuan (1990), ce phosphore organique est présent sous forme de phosphate 

d'inositol (12,1- 32,3 %), de phospholipides (1,9- 5,8 %) et d'acides nucléiques (0,7- 3,7 %). 

Pour que le phosphore contenu dans la matière organique du sol puisse être absorbé, il doit 

être converti en anions orthophosphates par les microorganismes présents dans le sol. La 

libération du phosphore par la matière organique dépend de plusieurs facteurs, notamment le 

matériau parental, la profondeur du sol, la température, l'humidité, le niveau d'oxygène et le 

pH. Lorsque les sols sont cultivés pour la première fois, la teneur en carbone et en azote 

organiques diminue généralement, ce qui est également observé pour le phosphore organique 

(Stevenson, 1986). 
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I.3.1.3.  Phosphore soluble (dans la solution du sol ou forme ionique) :  

Selon Pereda Campos (2008), le phosphore présent dans la solution du sol représente moins 

de 1% du phosphore total, Le phosphore dans la solution du sol peut varier de 0,02 à 5,46 mg/L 

(Morel et Plenchette., 1994), avec une valeur moyenne autour de 0,05 mg/L dans la solution 

du sol. 

Le phosphore labile est une fraction particulièrement importante en agriculture car elle est 

facilement disponible pour les plantes et peut être rapidement lessivée (Hedley et al., 1982). 

Cette fraction englobe le phosphore présent dans la solution du sol, le phosphore organique 

facilement minéralisable, ainsi que les phosphates peu retenus par les colloïdes argileux 

(Demers, 2008). 

I.3.2. Mécanisme de solubilisation de phosphate : 
L'établissement de complexes insolubles tels que le phosphate tricalcique dans les sols 

alcalins ou neutres et le phosphate d'aluminium et le phosphate de fer dans les sols acides rend 

le phosphore indisponible pour l'absorption racinaire des plantes (Barber, 1995). 

Les PSB sont capables de dissoudre le phosphore organique ou inorganique en utilisant 

plusieurs mécanismes: abaisser le pH du sol en produisant des acides organiques, en libérant 

des protons et en produisant une minéralisation phosphatase acide (Fig. 3) (Prabhu et al., 

2019). 

 
Figure 3 : Mécanisme de solubilisation des phosphates inorganique et organiques par les 

microorganismes (Prabhu et al.,2019). 

 

 

 



Chapitre I                                                                      Synthèse bibliographique  

 8 

I.3.2.1.  Solubilisation de phosphate minéral  

Le phosphore inorganique est solubilisé par l'action d'acides organiques et inorganiques 

sécrétés par les PSB, dans lesquels les groupes hydroxyle et carboxyle des acides chélâtent les 

cations (Al, Fe, Ca) résultant par une diminution de pH dans les sols basiques (Stevenson, 

2005).  

Parmi les acides organiques, l'acide gluconique semble être l'agent le plus fréquemment 

impliqué dans la solubilisation et est rapporté comme l'acide organique principal produit par 

des bactéries solubilisant le phosphate telles que Pseudomonas sp. (Illmer and Schinner, 

1992), Erwinia herbicola (Liu et al., 1992), et Pseudomonas cepacia (Goldstein et al., 1993). 

Des souches de Bacillus liqueniformis et Bacillus amyloliquefaciens ont été découvertes 

produisant des mélanges d'acides lactique, isovalérique, isobutyrique et acétique (Rodríguez 

et Fraga, 1999). 

D'autres mécanismes ont également été envisagés, tels que la production de substances 

chélatrices par les micro-organismes (Duff and Webley, 1959) qui lient les cations métalliques, 

empêchant la précipitation du phosphate, ainsi que la production d'acides inorganiques tels que 

l'acide sulfurique, nitrique et carbonique qui réagient  avec les phosphates minéraux, formant 

des composés plus solubles. Cependant, l'efficacité de ces processus a été remise en question et 

leur contribution à la libération de P dans le sol semble négligeable (Vázquez, 1996). 

I.3.2.2. Minéralisation de phosphate organique  

Le phosphore organique peut constituer de 4 à 90 % du phosphore total du sol. Près de la 

moitié des micro-organismes présents dans le sol et les racines des plantes possèdent un 

potentiel de minéralisation du P sous l'action des phosphatases (Cosgrove, 1967 ; Tarafdar et 

al., 1988). 

Le phosphore présent dans les composés organiques labiles peut être lentement minéralisé 

(décomposé et libéré) sous forme de phosphate inorganique disponible, ou il peut être 

immobilisé (incorporé dans des matériaux organiques plus stables) en tant que partie de la 

matière organique du sol (Tate, 1984 ; McKenzie and Roberts, 1990). Le processus de 

minéralisation ou d'immobilisation est effectué par des micro-organismes et est fortement 

influencé par l'humidité du sol et la température. La minéralisation et l'immobilisation sont les 

plus rapides dans les sols chauds et bien drainés (Busman et al., 2002). 

I.3.3. Importance de phosphate pour la plante 
Le phosphore joue un rôle central dans la nutrition de toutes les plantes en tant qu'élément 

essentiel participant à une large gamme de processus physiologiques et biochimiques se 

déroulant dans les organismes vivants (Vance et al., 2003). Il favorise : la maturation des 
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grains, en effet, des teneurs élevées en phosphore réduisent le temps de maturation et améliore 

ainsi la qualité et la résilience des récoltes. De plus, il stimule la croissance des racines, un 

apport localisé en phosphore, ainsi qu'en nitrate, favorise la prolifération des racines dans la 

zone d'application. Enfin, le phosphore est un composant crucial de l'ATP (adénosine 

triphosphate), la principale molécule d'énergie utilisée par les plantes pour réaliser des réactions 

chimiques, y compris la photosynthèse. Ainsi, le phosphore est indispensable pour le bon 

fonctionnement de la photosynthèse, contribuant à l'énergie nécessaire pour les processus 

vitaux des plantes. 

I.3.4. Les facteurs influençant la solubilisation de phosphate  
Parmi les facteurs influençant la solubilisation microbienne du phosphate on note ; les 

interactions avec d'autres micro-organismes dans le sol, les conditions écologiques car 

l'environnement global où vivent les micro-organismes, y compris la température, l'humidité et 

la lumière, peut affecter leur capacité à solubiliser le phosphate, Le phosphore est solubilisé 

plus rapidement dans les climats chauds et humides et plus lentement dans les climats frais et 

secs. Un sol bien aéré permettra plus facilement une solubilisation rapide du phosphore par 

rapport à un sol humide saturé. Ainsi qu’un sol riche en matière organique favorisera la 

croissance microbienne et favorisera donc la solubilisation microbienne du phosphore (Alori et 

al., 2017).  

I.3.5. Micro-organismes solubilisant les phosphates  
Les micro-organismes solubilisant le phosphate (MSP) ont été considérés comme les 

meilleurs moyens écologiques pour la nutrition des cultures par le phosphate. Bien que, 

plusieurs bactéries (Pseudomonas et Bacillus) et des souches fongiques (Aspergillus et 

Penicillium) ont été identifiés comme des MSP mais leurs performances dans des conditions in 

situ n’est pas fiable et doit être améliorées (Sharma et al., 2013). 

Les PSB peuvent donc constituer une meilleure alternative au problème du déficience en P 

dans les terrains agricoles. C'est une technologie agricole écologique et rentable. Selon Prabhu 

et al., (2019), les travaux sur la formulation de biofertilisants ont évolué au cours des années. 

 Actuellement, diverses formulations commerciales de PSB sont en vente, comme la 

formulation Fosforina® à base de Pseudomonas fluorescence utilisé pour améliorer la 

biodisponibilité de phosphate pour la plante aidant ainsi à réduire la dépendance sur les engrais 

chimique , une autre formulation a base de Bacillus subtilis nommé Bio-phospho, un 

biofertilisant commerciale en Asie  qui permet une meilleure croissance des plantes et une 

augmentation des rendements agricoles en rendant le phosphore du sol plus accessible.  
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II.1 Échantillonnage 
II.1.1 Lieu de l’expérimentation 
Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de recherche de microbiologie et de biologie 

végétale à l’université « Abd Elhamid Ibn Badis- Faculté SNV » de Mostaganem pendant une 

période de 4 mois. 

II.1.2 Localisation des sites de prélèvement 

Les échantillons de sol ont été prélevés dans la rhizosphère de différentes espèces végétales, 

notamment : fève, oignon et petit pois dans les régions Ben –Abdel Malek Ramdane, Ouled 

boughalem, Hchem et Mesra de la wilaya de Mostaganem (Fig. 4). Les coordonnées 

cartographiques sont données dans (Annexe V), les prélèvements ont été effectués durant le 

mois de février. 

 

   

Figure 4 : localisation des régions de prélèvement des échantillons (Google maps) 

 
Pour isoler les bactéries solubilisant le phosphate, 12 échantillons ont été prélevés dans la 

partie rhizosphérique du sol, à des profondeurs variant de 10 à 15 cm. Ces échantillons ont été 

placés dans des sachets hermétiquement fermés et stériles, puis transportés directement au 
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laboratoire à 4°C. Les échantillons collectés ont été tamisés afin d'éliminer les cailloux et les 

gros débris de matière organique.   

  
 

  
  

 
Figure 5 : prélèvement des echantillons de sol 

A : oignon ,B : petit pois ,C : fève 

 
II.2 Isolement des bactéries solubilisant de phosphate  
Les racines ont été soigneusement secouées afin de séparer la terre des racines. 10g de sol 

rhizosphérique de chaque échantillon a été pesé aseptiquement, homogénéisé dans un flacon 

contenant 90 ml d'eau physiologique stérile pour obtenir une solution mère, 1 ml de cette  

solution a été introduite dans des tubes à essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile pour 

obtenir une dilution de 10-1,une série de dilution a été préparé jusqu’à l’obtention de la dilution 

10-6 , ensuite, 0.1ml des trois derniers dilutions ont été étalés sur le milieu Pikovskaya (PVK) 

contenant 0,5% de phosphate tricalcique (Ca3(PO4)2) comme seule source de phosphate 

(Pikovskaya, 1948) (Annexe I) .les boites ont été incubés pendant 7 jours à 30°C, La 

solubilisation du phosphate a été mise en évidence par l’apparition d’un halo clair autour de la 

colonie sur milieu PVK (Tamietti et Pramotton, 1990). 

A 

C B 
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Figure 6 : schéma représentatif d’isolement des bactéries solubilisant de phosphate. 

 
II.3 Purification et conservation des isolats 
La purification des isolats a été effectuée selon la méthode de stries d’épuisement sur gélose 

nutritif (Annexe I) et incubés à 30°C pendant 24 à 48 heures, ensuite les isolats purs obtenues 

ont été conservées à 4 °C après 24 heures d’incubation à 30°C dans des tubes de gélose nutritive 

incliné. 
 

II.4 Identification des isolats  
 

II.4.1 Réactivation des isolats 
Pour la réactivation des isolats, ils ont été ensemencés dans des boites Pétri contenant la 

Gélose nutritive, et incubés à 30°C pendant 24h (Fig. 7). 

 
Figure 7 : Schéma représentatif de réactivation des isolats. 
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II.4.2 Caractérisations macroscopiques 
L’observation de l’aspect macroscopique des colonies isolées permet d’effectuer une  

première caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l’identification 

sur les éléments suivant : la taille et la forme des colonies, la couleur des colonies, l’élévation, 

l’opacité et la surface des colonies étudier (Joffin et Leyral, 2006). 
 

II.4.3 Caractérisation microscopique 
La coloration de Gram est une technique de coloration différentielle, permet de distinguer 

les bactéries Gram-positif des bactéries Gram-négatif en fonction de la structure de leur paroi 

cellulaire et de leur forme. Cette analyse a été réalisée sur des frottis minces préparés à partir 

des culture jeunes de chaque isolat obtenu. Après coloration(Annexe II), les frottis ont été 

examinés au microscope optique à un grossissement de x100 . Les bactéries Gram-positif 

apparaissent en violet foncé, tandis que les bactéries Gram-négatif sont colorées en rose. 
 

II.4.4 Caractérisations biochimiques 
 

II.4.4.1. Recherche de la catalase  

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et  

anaérobies facultatifs. Elle décompose l’eau oxygénée formée, en eau et en oxygène qui se 

dégage. 

H2O2→ H2O + ½ O2 

Une goutte d’eau oxygénée a été déposée sur une lame propre. Une colonie bactérienne a 

mélangé avec l’eau oxygénée. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de 

bulle traduit la décomposition de dioxygène : le test catalase est positif et s’il n’y a pas de 

bulles : le test catalase est négatif (Delarras, 2007). 
 

II.4.4.2. Recherche de l’oxydase 

C’est une enzyme qui intervient dans divers couples d’oxydoréduction, l’enzyme recherchée 

est la phényle-diamine-oxydase. Le test oxydase a été réalisé grâce à des disques d’oxydase 

prêts à l’emploi contenant de l’oxalate N- diméthyl-paraphényléne diamine. Les bactéries 

oxydases positives dégradent le substrat sur le disque et donnent une coloration violette foncée 

après quelques secondes (Marchall et al.,1982). 
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II.5. Évaluation de la solubilisation de phosphate par 

les isolats  
II.5.1. Test qualitatif sur milieu solide  
La capacité des isolats à solubiliser le phosphate a été évaluée qualitativement en utilisant 

le milieu gélosé de Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) (Annexe I). Des cultures pures de chaque 

isolat ont été ensemencées par spot sur la surface des boîtes de Pétri contenant la gélose 

Pikovskaya. Après incubation à 28 ± 2 °C pendant 7 jours, l'apparition d'un halo transparent 

autour des colonies indique la capacité de solubilisation du phosphate par l'isolat bactérien  

(Fig. 8). Les diamètres des colonies et des halos ont été mesurés, et les résultats ont ensuite été 

exprimés en efficacité de solubilisation (ES), calculée selon la formule suivante de (Nguyen et 

al., 1992). 

 

 

 

 
Figure 8 : Représentation schématique d’évaluation qualitative sur milieu solide. 

 

L’efficacité de la solubilisation %= (diamètre de halo / diamètre de colonie) x 100 
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II.5.2. Test quantitatif sur milieu liquide   
La capacité des isolats a solubilisé le phosphate a été testé quantitativement en milieu 

NBRIP liquide (National Botanical Reseach Institues’s phosphate growth medium) ; 

(Nautiyael,1999) (Annexe I), des erlenmeyers contenant 50 ml de milieu NBRIP ont été 

inoculé avec des cultures bactériennes jeunes et incubé à 30°C sous agitation à 160 rpm pendant 

7 jrs, après incubation les cultures ont été centrifugées à 6000 trs/min pendant 30min. 

La quantité de phosphate soluble dans le surnageant a été déterminé par la méthode 

spectrophotométrique de jaune vanado-molybdate (Jackson, 1985) (Fig. 9), 1ml de surnageant 

a été ajouté à 2.5 ml de réactif de Barton (Annexe III) et le volume est complété jusqu'à 50ml 

avec l’eau distillée. Le développement de couleur jaune indique la présence de forme soluble 

de phosphate, Après 10 min, la concentration du phosphate a été déterminé par mesure de la 

densité optique à longueur d’onde 430nm par spectrophotométrie UV-Visible 

(Spectrophotomètre JENWAY 6715), La quantité de phosphore libéré a été exprimée en μg/ml 

par l’équation de régression de la courbe d’étalonnage (Annexe IV). 

 

 
Figure 9 : Schéma représentatif d’évaluation quantitative sur milieu liquide 
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III.1. Isolement et identification des isolats : 
Après incubation à 30°C pendant 7 jrs sur le milieu d’isolement (PVK) et purification sur 

gélose nutritif, 26 isolats ont été sélectionnés à partir du sol rhizosphérique de 12 échantillons 

après avoir présenté un halo (Fig. 10).  

    
Figure 10 : isolement sur gélose PVK 

L’identification des isolats est basée sur leur étude macroscopique, microscopique et leur 

caractérisation biochimique (Annexe VI). 

L’étude macroscopique des isolats ont montré la présence des colonies de forme rond et de 

taille variable, transparente et opaque, de couleur blanche, beige et jaune (Fig. 11). 

  

  
Figure 11 : observation macroscopique des isolats 
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L’observation microscopique a été faite après coloration de Gram qui nous a permis de 

différencier les bactéries selon leur forme et leur coloration. Parmi les 26 isolats, 16 isolats 

(62%) ont été Gram+ avec une couleur violette, et le reste avec un pourcentage (38%) ont été 

Gram- avec une couleur rose, telle que (OP3, SP2), (Fig. 12), (Fig. 13). 

A B 
Figure 12 : Aspect microscopique (G X100) après coloration de Gram. 

A: isolate Gram-positive B: isolate Gram-negative. 

 
Figure 13 : Pourcentage des isolats de Gram- et Gram+. 

III.1.1. Caractérisation biochimique  
Le test catalase a montré que (100%) des isolats étaient catalase +. 

La recherche de l’oxydase est parmi les tests biochimique d’identification des isolats, les 

résultats de ce test ont montré que (85%) des isolats sont oxydase + et (15%) (Fig. 14) sont 

oxydase - . 

62%

38%

Gram + Gram -
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Figure 14 : Pourcentage des isolats qui possèdent l’oxydase. 

III.2. Évaluation de solubilisation de phosphate  
III.2.1 Test qualitatif sur milieu solide  
Le pouvoir de solubilisation du phosphate inorganique des isolats a été évalué après leur 

croissance sur le milieu gélosé de Pikovskaya, il se révèle par un halo de transparence autour 

de la colonie après 7 jours d'incubation à 30°C (Fig. 15) L'importance de cette capacité est 

mesurée par l'efficacité de solubilisation qui varie d'un isolat à l'autre. 

Les résultats montrent que la majorité des isolats (19 isolats), (73%) ont la capacité de 

solubiliser le phosphate sur milieu PVK solide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Observation de quelque isolat qui ont la capacité de solubilisé le phosphate.  
 

L’analyse de la variance a montré un effet hautement significatif du facteur isolat sur la 

solubilisation du phosphate (P = 0) 

 

85%

15%
oxydase+ oxydase-
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La comparaison entre les isolats a montré une solubilisation maximale chez l’isolats OP1, 

(435,8a), et une solubilisation moyenne chez les 16 isolats entre 335,31b et 200,3p, et un résultat 

de solubilisation négative chez 9 isolats comme SP4 (Fig. 16). 

 
 

Figure 16 : Efficacité de solubilisation de phosphate sur milieu PVK solide par les isolats 
 

III.2.2. Test quantitatif sur milieu liquide  
L'estimation des quantités de phosphates solubles libérés par les isolats dans le milieu a été 

réalisée par la méthode de jaune de vanado-molybdate (Fig. 17) après culture en bouillon 

NBRIP, les concentrations déterminées varient de 6.5µg/ml à 0,07 µg/ml (Fig. 18) L'analyse 

de la variance révèle une différence significative pour les différents isolats testés (P-value=0). 

  

Figure 17 : dosage de phosphore soluble selon la méthode de vanado-molybdate. 



Chapitre III                                                                        Résultat et discussion 

 22 

La comparaison entre les isolats a montré que l'isolat TP1 a un taux maximum de 

solubilisation du phosphate par rapport aux autres isolats testés, avec une concentration de 6.5 

µg/ml. De plus, la plupart des isolats (21 isolats) ont monté des valeurs entre à 4,3 et 1,25 

µg/ml. Tandis qu'une concentration minimale de phosphates libres de 0,07 µg/ml a été obtenue 

par l'isolat ZP1 (Fig. 17). 
 

 
 

Figure 17 : Taux de solubilisation de phosphate en milieu NBRIP liquide par les isolats  
 

Les résultats de l’évaluation de la solubilisation de phosphate sur milieu solide et milieu 

liquide a montré qu’il y a des isolats ont une forte activité sur milieu solide et une activité 

négligeable sur milieu liquide et vice versa, l’analyse de coefficient de détermination entre les 

résultats des deux méthodes confirme qu’il y a une corrélation négative (R2= 0,04).   

El-Azeem et al., (2007) ont testé la capacité de 81 souches de rhizobactéries à solubiliser le 

P tricalcique sur milieu solide (méthode qualitative) et liquide (méthode quantitative). 53 des 

souches testées ont été capables de solubiliser le Ca3(PO4)2 sur milieu solide. Cependant, 

l'estimation quantitative a montré que 100% des souches sont capables de solubiliser le P. Par 

conséquent, l'isolement des souches BSP, basant sur la formation d’un halo n'est pas une 

technique fiable. Les résultats obtenus peuvent être liés au taux de diffusion variable des 

différents acides organiques sécrétés par les BSP. 

Des résultats similaires ont été obtenus par Gupta et al. (1994), mettant en cause la 

composition des milieux, le caractère diffusible des composés impliqués dans la solubilisation 

et les conditions optimales de la croissance bactérienne. 
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Conclusion 

 
Les bactéries solubilisant le phosphate (PSB) sont couramment présentes dans la 

rhizosphère et peuvent être employées pour améliorer la disponibilité du phosphore pour les 

plantes par des mécanisme de solubilisation de phosphate inorganique précipité et de 

minéralisation de phosphate organique. 

Au cours de ce travail un total de 26 isolats a été obtenu à partir 12 échantillons de sol. Ces 

isolats ont soumis à des tests clé d’identification et ont été évalués pour leur capacité à 

solubiliser le phosphate sur milieu solide et liquide. 

Les résultats obtenus peuvent avoir des implications significatives pour l'agriculture 

durable, en particulier dans le développement de biofertilisants à base de BSP. Ces 

biofertilisants pourraient réduire la dépendance aux engrais chimiques, améliorer la 

disponibilité du phosphate pour les plantes et ainsi favoriser une croissance végétale saine et 

productive. Cependant des bons résultats obtenus In vitro ne peuvent pas toujours être 

reproduits de manière fiable dans des conditions sur champ. La variabilité des performances 

du PGPR peut être due à divers facteurs environnementaux qui peuvent affecter leur croissance 

et leur activité métabolique sur la plante, pour cela Il serait intéressant d’approfondir les 

données scientifiques sur les PSB, leurs mécanismes d’action, leurs effets à long terme sur 

l’environnement et la plante inoculée. Également, l’étude de la sécurité des PSB sur la santé 

humaine doit être incluse dans les travaux de screening au futur. 
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Annexes 



 

Annexe I  
Composition des milieux de culture 

 

x Milieu Gélose nutritive(GN) 

Peptone ………………………………..10g 

Extrait de viande ……………………….3g 

Extrait de levure  ……………………… 3g 

NaCl ……………………………………5g 

Agar………………………………….. 20g 

Eau distillée ………………………1000mL 

PH =7,0 + 0,2  

Stérilisation à 121°C pendant 20 min. 

 

x Milieu Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948) 

Glucose………………………………….10g 

Extrait de levure ……………...……….0,5 g 

KCl …………………………………….0,2g 

NaCl …………………………………...0,2g 

(NH4)2 .SO4 ………………………..…..0,5g 

MgSO4.7H2O………………………..… 0,1g 

MnSO4.H2O ……………………..…..0,002g 

FeSO4 …………………………….….0,002g 

Ca3(PO4)………………………….………5g 

Agar …………………………………….20g 

Eau distillée ………………………..1000mL 

PH =7,0  

Stérilisation à 121°C pendant 20 min. 

 

 

 

 



x Milieu NBRIP (National Botanical Research Institut’s Phosphate medium) 

(Nautiyal, 1999)  

Glucose ……………………………………….…10 g 

MgCl2, 6H2O …………………………….……… 5 g 

Ca3 (PO4)……………………………….….…….. 5 g 

MgSO4, 7H2O……………………………..….. 0,25 g 

KCl …………………………………………..… 0,2 g 

(NH4)2 SO4 ………………………………………0,1g  

Eau distillée…………………….…………. 1000 ml 

pH= 7  

 Stérilisation  120°C pendant 20 minutes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe II 
Les technique de coloration 

 

x Coloration de Gram 

La coloration de Gram, est réalisée selon la technique classique (Hildebbrand et al., 

1988). 

Un frottis fixé à la chaleur a été coloré pendant une minute au Crystal violet ; ensuite il a été 

rincé rapidement à l’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de Lugol, et de 

nouveau rincé rapidement à l’eau distillée. Le frottis coloré a été ensuite soumis à une étape de 

décoloration en le traitant avec l’éthanol à 95% pendant 30 secondes puis il a été rincé à l’eau 

distillée. Ensuite le frottis a été coloré par la fuchsine pendant 1 minute et après un bref rinçage 

à l’eau distillée, et il a été sécher au buvard ou au-dessus de la flamme d’un bec bunsen. 

 

x Coloration des endospores 

D’abord, le frottis fixé à la chaleur est recouvert par le vert de Malachite, colorant primaire, 

puis chauffé jusqu’à évaporation pendant environ 5 minutes, la chaleur favorise la pénétration 

du colorant à travers la paroi de l’endospore. La préparation est ensuite lavée à l’eau pendant 

environ 30 secondes. Pour colorer les constituants bactériens qui ne sont pas des endospores, 

le frotti est traité par la safranine qui est un contre colorant. Si le frottis est correctement 

préparé, les endospores apparaîtront en vert à l’intérieur des cellules bactériennes colorées en 

rouge ou rose (Tortora et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe III 
Les réactifs 

 

x Réactif de Barton  

Solution A : Ammonium molybdate 

Dissoudre 12,5g d'ammonium molybdate (NH) GMo7O24 4H20, dans 200 ml d'eau distillée.  

Solution B: Ammonium Vanadate 

Dissoudre 0,625g d'ammonium Vanadate (NH4) VO3, dans 150 ml d'eau distillée bouilli et 

laisse au froid puis ajouter 125 ml d'acide nitrique à 60%. 

La réaction de Vanado-molybdate (Barton): 

La solution B est mise dans une fiole de 500 ml, puis la solution A est ajoutée et le volume 

est complété par l'eau distillée 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe IV 
Courbe d’étalonnage 
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Annexe V 

 
Coordonnées cartographiques des échantillons   

Échantillon  Plante  Cordonnées cartographique  
B Petit pois   36° 6'39.3552'' N 

 0° 16'26.9508'' E 
C Petit pois  36° 6'39.3552'' N 

 0° 16'26.9508'' E 
G Oignon 36° 6'39.3552'' N 

 0° 16'26.9508'' E 
O Petit pois 35° 49'55.6248'' N 

 0° 9'58.3884'' E 
Q Petit pois 35° 57'23.1444'' N 

0° 7'31.9836'' E 
R Fève 36° 17'48.6528'' N 

0° 40'51.8736'' E 
S Petit pois  36° 17'48.6528'' N 

0° 40'51.8736'' E 
T Oignon  36° 17'48.6528'' N 

0° 40'51.8736'' E 
W Petit pois 35° 49'55.6248'' N 

0° 9'58.3884'' E 
X Oignon 36° 6'39.3552'' N 

 0° 16'26.9508'' E 
Z Fève 35° 49'55.6248'' N 

 0° 9'58.3884'' E 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe VI 

 
Caractérisation morphologique et biochimique des isolats  

Isolat  Gram Frome Couleur  Opacité  cat oxy spore 

BP1a +ve Rond Beige  Translucide  +ve +ve +ve 

BP1b +ve Rond Beige  Translucide  +ve +ve +ve 

CP2b -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve / 

GP2b -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve / 

OP1 -ve Rond Jaune  Translucide +ve +ve / 

OP2 +ve Rond Blanche  Translucide +ve -ve -ve 

OP3 -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve / 

QP1 -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve / 

RP1a +ve Rond Beige  Translucide +ve +ve +ve 

RP3 +ve Rond Beige  Translucide +ve +ve +ve 

SP1 +ve Rond Beige  Translucide +ve -ve -ve 

SP2 -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve / 

SP3 +ve Rond Beige  Translucide +ve +ve +ve 

SP4 +ve Rond Beige  Translucide +ve +ve -ve 

SP5 +ve Rond Beige  Translucide +ve +ve +ve 

TP2a -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve +ve 

TP1 +ve Rond Jaune  Translucide +ve +ve +ve 

TP2 +ve Rond Beige  Translucide +ve -ve +ve 

TP3 +ve Rond Beige  Translucide +ve +ve -ve 

TP6 +ve Rond Jaune  Translucide +ve +ve -ve 

TP7 -ve Rond Blanche  Translucide +ve +ve / 

WP1 +ve Rond Blanche  Opaque  +ve +ve +ve 

XP1 -ve Rond Beige  Translucide +ve +ve / 

XP2 -ve Rond Blanche  Translucide +ve +ve / 

XP3 +ve Rond Blanche  Opaque  +ve +ve +ve 

ZP1 +ve Rond Blanche  Opaque  +ve +ve +ve 
Cat :catalase , Oxy :oxydase, +ve : positive , -ve : négative. 


