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Résumé 
 

 

 Les bactéries solubilisant le phosphate jouent un rôle vital dans la fertilité du sol et 

par conséquent favorisent  la croissance d’un grand groupe de plantes. L’objectif de ce travail 

est l’évaluation de la capacité des isolats bactériens à libérer le phosphate inorganique et 

l’optimisation de leur solubilisation. Différents milieux de cultures, source d’azote et source 

de carbones ont été utilisés sous des conditions de culture variables pour optimiser la 

solubilisation du phosphate par deux bactéries isolées à partir de sol salin A1 et A2. L’étude 

de la solubilisation de phosphate tricalcique par les deux isolats sur milieu PVK solide a 

montré que l’efficacité de solubilisation la plus élevée a été observée chez l’isolat A2    

(228,57 %). La comparaison des quantités de phosphore libéré par les isolats dans les 

différents milieux de culture liquide à déterminer que la meilleure solubilisation a été obtenue 

dans le milieu NBRIP pour les deux isolats A1 et A2 avec des quantités de 651,619 µg/ml et  

560,667 µg/ml de phosphore libre respectivement. Le glucose a été sélectionné pour être la 

meilleure source de carbone  pour la solubilisation du phosphate par les deux isolats. L’effet 

de la variation de source d’azote dans le milieu a permis de sélectionner le sulfate 

d’ammonium (NH4( 2 SO4 comme source d’azote la plus favorable pour les deux isolats 

bactériens. Les résultats ont montré que le  pH=5 et la température de l’incubation 30°C sont 

les conditions optimales pour la solubilisation pour les bactéries utilisées. L’étude de l’effet 

de temps d’incubation a mené à sélectionner le 6émé jours d’incubation comme un temps 

optimal pour la solubilisation de phosphate par les deux isolats.  

 

Mots clés : bactéries solubilisant le phosphate, phosphate tricalcique, optimisation de la 

solubilisation de phosphate. 

 

 

 

 

 

 



 

 الملخص

من  النباتات. الهدفوبالتالي تعزز نمو مجموعة كبيرة من  سفات دورا حيويا في خصوبة التربةتلعب البكتيريا المحللة للفو

مختلف الأوساط  .تحللهوتحسين غير عضوي الالفوسفات  ريرتح المعزولة علىالبكتيريا دراسة قدرة  هوهذا العمل 

عملت وفق شروط زراعية مختلفة لتحسين تحلل الفوسفات من طرف الزراعية، مصدر الآزوت ومصدر الكربون است  

 فيمعزولة البكتيريا الالفوسفات ثلاثي الكالسيوم من طرف  دراسة تحلل.  A2وA1 مالحة التربة المعزولة من البكتيريا ال

  A2  الزراعي الصلب للسلالةلوحظ أن كفاءة تحلل الفوسفات المعدني كان الأعلى في الوسط الصلب  PVK ال الوسط

 لقد تم الحصو أظهرت أن أحسن تحلل , مقارنة كميات الفوسفور المنحلة عند مختلف الأوساط السائلة  (% 2228,57)

للفوسفور 560,667µg/ml) و) (µg/ml 651,619) مع كميات  A2و A1 بالنسبة للسلالتين  NPRIPالوسطفي  يهعل

مصدر تأثير اختلاف  لبكتيريا المعزولة.لكأفضل مصدر لانحلال الفوسفات بالنسبة الغلوكوز جد قد و  . الحر على التوالي 

 وحرارة   pH=5أظهرت أن النتائج للبكتيريتين.كمصدر ملائم بالنسبة  4SO2 (4NH)رباختياالآزوت في الوسط سمح 

اختيار اليوم حددت المستعملة. دراسة تأثير مدة التحضين للبكتيريا الفوسفات  تحللهي الشروط المثلى لل °03التحضين 

  عند جميع البكتيريا المعزولة.السادس كمدة مثلى لتحلل الفوسفات 

 .     تحسين تحلل الفوسفات الكالسيوم،ثلاثي  الفوسفات للفوسفات،المحللة  البكتيريا : المفتاحيةالكلمات   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Abstract 

Phosphate solubilizing bacteria play a vital role in soil fertility, which they are used to 

promote the growth of a large group of plants.The aim of this work is the evaluation the 

capacity of bacterial isolates to release inorganic phosphate and optimizing their 

solubilization. Different culture media, nitrogen source and carbon source were used under 

varying culture conditions for optimizing solubilization of phosphate by two bacteria isolated 

from saline soil A1 and A2. The study of solubilization of tricalcium phosphate by the 

bacterial isolates on PVK solid medium showed that the highest solubilization efficiency was 

observed with the isolate A2 (2228.57%). The comparison  of amounts of phosphorus 

released by the isolates in different liquid cultures showed that the best solubilization was 

obtained in NBRIP medium for both A1 and A2 isolates with quantities of 651.619 µg / ml 

and 560.667 µg / ml of free phosphorus respectively. Glucose was found to be the best source 

of carbon for solubilization of phosphate by the two isolates. The effect of the variation of 

nitrogen source in the medium allowed to select ammonium sulfate )NH4(2SO4 as the most 

favorable nitrogen source for both bacterial isolates. The results showed that the pH = 5 and 

the incubation temperature of 30C° are optimal conditions for solubilization for the bacteria 

used. The study of the effect of incubation time led to select the 6th day of incubation as an 

optimal time for phosphate solubilization by the two isolates. 

Keywords: phosphate solubilizing bacteria, tricalcium phosphate, optimization of phosphate 

solubilization. 
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Introduction 

     Le phosphore (P) est un élément largement présenté dans la nature. Il est considéré 

comme un constituant fondamental de la vie des plantes. Le phosphore a un rôle dans une 

série de fonctions du métabolisme de la plante et il est l'un des éléments nutritifs essentiels 

nécessaires pour la croissance et le développement des végétaux. (Marschner, 1993). Les 

ions ortho-phosphates représentent les seules formes de phosphore utilisable par les plantes. 

Dans les sols, ils sont généralement présents à de faibles concentrations dans la solution, en 

raison des nombreux processus géochimiques contraignant leur mobilité et disponibilité 

(Plassard et al ., 2015). Même dans les sols riches la plupart du phosphore n'est pas 

disponible pour les plantes, une grande quantité se trouve sous forme insoluble (Dommergues 

et al., 1970).  

     Les bactéries solubilisant le phosphate sont fréquentes dans la rhizosphère et peuvent 

être utilisées pour résoudre ce problème (Vessey, 2003), Ces micro-organismes permettent               

la disponibilité du phosphore pour les plantes par solubilisation des phosphates précipités 

(Kucey et al., 1989; Pradhan et al., 2005). Les bactéries rhizosphériques solubilisant                 

le phosphate pourraient être une source prometteuse comme agent bio-fertilisant dans 

l'agriculture (Sharma et al., 2007). Les rhizobactéries peuvent promouvoir la croissance des 

plantes grâce à plusieurs mécanismes : la fixation biologique de l’azote, la synthèse des 

phytohormones, l'augmentation de la disponibilité du phosphate, la diminution du stress 

environnemental et la synergie avec d’autres micro-organismes dans le sol (Fuentes et al.,  

2005).  

     Parmi les communautés bactériennes du sol, les espèces de Bacillus, Enterobacter, 

Erwinia et Pseudomonas spp. (Subbarao, 1988 ; Kucey et al., 1989). B. megaterium, 

polymyxa, circulans, coagulans, subtilis, sircalmous sont les plus performantes dans                        

la solubilisation des phosphates (Podile et al., 2006). Certains microorganismes 

rhizobactériques ont l’aptitude à coloniser les racines de façon intense. Il s’agit par exemple 

de : Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, 

Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces… (Saharan et al., 2011). Les 

effets bénéfiques des rhizobactéries solubilisant le phosphate sont liés à leur position 

stratégique à l’interface sol-racine. En effet, le rhizoplan et la rhizosphère sont le siège 

d’échanges intenses entre la plante et le milieu environnant (Lugtenberg et al., 2002). 
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      C’est donc l'objectif de ce travail est l’étude de la capacité de solubilisation                    

le phosphore inorganique par les rhizobactéries isolées du sol salins et l’optimisation des 

conditions de cultures pour cette solubilisation. 

                  La première partie de ce travail est consacrée à l’analyse et la synthèse des 

données bibliographiques relatives sur les différentes formes et la dynamique du phosphore 

dans le sol et le deuxième chapitre donne un aperçu sur l’environnement rhizosphérique                  

et les rhizobactéries et le mécanisme de solubilisation de phosphate chez les bactéries 

solubilisant le phosphate.  

                 La deuxième partie, décrit la méthodologie mise en œuvre dans cette étude                      

et notamment les méthodes employées pour réaliser ce travail susceptibles d’optimiser                   

et caractériser les souches les plus performantes pour la solubilisation du phosphate                     

et les résultats des différentes analyses et tests sont discutés. Enfin la dernière partie présente 

une conclusion générale et les perspectives de la recherche.  
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1. Généralités sur le phosphore   

     Le phosphore est un élément chimique abondant dans la nature (Beaudin, 2006),     

il n’est pas seulement indispensable aux végétaux mais également aux humains et animaux. 

Le phosphore est un élément essentiel à la vie puis qu’il entre dans la constitution des tissus 

ou il tient un rôle important dans l’entreposage et les transferts d’énergie (Beaudin et al., 

2008).   

     Le phosphore a un rôle métabolique unique dans tous les systèmes vivants comme   

il est intimement impliqué dans les réactions de l'ATP. Des dérivés de phosphate sont 

également des composants structurelles importants des acides nucléiques, des co-enzymes,    

et des phospholipides ainsi comme étant impliqués dans presque toutes les voies métaboliques 

importants qui concernent la vie (Buehler et al., 2002).      

2.  Le phosphore dans le sol  

     L'atmosphère ne fournit pas le phosphore soluble pour les plantes et par conséquent, 

la source de phosphore est en grande partie les minéraux primaires et secondaires et ou        

les composés organiques. En comparaison à d'autres nutriments, La concentration de 

phosphore dans la solution du sol est beaucoup plus faible et varie de 0,001 à 1 mg / l (Brady 

et Weil, 2002). Les ions phosphates prélevés par la plante sont en effet sujets a                      

de nombreuses interactions avec les constituants du sol et sont fortement retenus par la phase 

solide (Ragothama , 1999 ; Hinsinger , 2001). 

            Les composés minéraux de phosphore contiennent habituellement de l'aluminium (Al), 

du fer (Fe), du manganèse (Mn) et du calcium (Ca) en fonction de la nature du sol.              

Par exemple, le phosphore forme un complexe avec Al, Fe et Mn dans les sols acides, tandis 

que dans les sols alcalins, il réagit très fortement avec le Ca. Cependant, sous toutes             

les conditions, les différents types de complexes de phosphore dans le sol sont déterminés 

principalement par le pH du sol et par la nature et la concentration des minéraux contenus 

dans le sol (Richardson, 1994).  Les minéraux de phosphore les plus connus sont représentés 

dans le tableau 01. 

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/9783319082158-c1.pdf%3FSGWID%3D0-0-45-1474316-p176800727&usg=ALkJrhi_saXcunq7-YDUidSKHRlqbpBYQA#23
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Tableau 01 : phosphore commun (P) des minéraux trouvés dans les sols acides, neutres et 

calcaires (Yadav et Verma, 2012). 

 

Minéraux 
 

 

Formule chimique 

   

   Les sols acides 

            Strengite                                                                    

            Variscite 

  Les sols neutres et calcaires 

            Phosphate tricalcique 

            Dicalcium phosphate 

            Dicalcium phosphate dihydrate 

            Fluorapatite 

            Hydroxyapatite 

            Phosphate octacalcique 

 

      

    Fe PO4.H2O 

     Al PO4.H2O 

 

 

     Ca3 (PO4)2 

     CaH PO4 

     Ca H PO4 

     Ca H PO4.2H2O 

     Ca5 (PO4)3 F 

     Ca5 (PO4)3 OH 

     Ca5 H(PO4)3 2-5 H2O 

  

2.1. Etats du phosphore dans le sol 

     Dans le sol, le phosphore se présente généralement sous deux états bien distincts : 

l’un représente la quantité globale donc c’est le phosphore total et l’autre quantité où la plante 

peut l’utiliser, c’est le phosphore dit assimilable. 

2.1.1. Phosphore total :  

     Cette partie du phosphore comprend une fraction minérale et une fraction organique 

à des pourcentages de 5 à 95% du phosphore total, mais la connaissance de cette quantité ne 

donne qu'une indication très imparfaite sur l'aptitude du sol à fournir du phosphore aux 

végétaux et à satisfaire leurs exigences (Pereda Campos, 2008). 

2.1.2. Phosphore assimilable :  

  Le phosphore dit assimilable est alors définie pour caractériser la fraction                   

du phosphore susceptible d’être absorbée par les racines, dont il est devenu nécessaire de 

corréler la production agricole. Le terme du phosphore labile désigne la fraction du phosphore 

absorbé facilement par la plante (Pierzynski et al., 2000). 
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2.2. Différentes formes du phosphore dans le sol 

     Les différentes formes de P dans le sol sont classées selon différents critères:           

la nature des composés phosphorés, le fractionnement chimique ou l'échange ionique.          

La nature des composés phosphorés permet de séparer le P organique du P inorganique 

(Pereda Campos, 2008). Les différentes formes du phosphore sont réparties comme suit : 

2.2.1. Forme soluble (forme ionique) :  

      C’est le phosphore dissout dans la solution du sol, forme ionisée de l’acide 

phosphorique H2PO-4, HPO4 -2, PO4 -3 dont les proportions relatives dépendent du pH du 

milieu concerné. Ces formes sont à l’origine de la nutrition phosphatée des cultures (Morel, 

1996).  

     Selon Pereda Campos (2008), le phosphore de la solution du sol constitue moins de 

1% du phosphore total, mais il est la source principale pour les végétaux. 

2.2.2. Forme minérale :  

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

importante (sinon majoritaire) des réserves en phosphore du sol (Drouet, 2010). 

2.2.2.1. Phosphore échangeable (adsorbé sur les constituants du sol) :  

     Les ions phosphates ont une charge électronégative, ils sont retenus dans le sol par le 

biais de cations métalliques essentiellement par le Ca+2. L’acide phosphorique est un anion, et 

ne peut être retenu par le complexe que par l’intermédiaire d’un cation : fer, aluminium, 

potassium, mais plus généralement le calcium (Lambert, 1979). 

2.2.2.2. Phosphore précipité (peu soluble) :  

     Ces composés sont représentés généralement par les phosphates calciques, les 

phosphates de fer et d’aluminium. (Hountin, 1996), D’une façon générale, le phosphore 

insoluble et donc pas directement disponible. 

     Le phosphore absorbé ou précipité est principalement sous une forme de phosphate 

de fer ou d'aluminium dans les sols acides et sous formes de phosphate de calcium et de 

magnésium dans les sols alcalins et calcaires (Pereda Campos, 2008). 
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2.2.3. Forme organique :  

     Le phosphore organique peut provenir des déchets végétaux ou des micro-

organismes du sol. Le phosphore organique représente de 20 à 80% du phosphore du sol,       

Il est présent sous une  forme de phosphore soluble dans la solution du sol et sous forme de 

phosphore insoluble absorbé sur les particules du sol ou comme composant de la matière 

organique du sol (Pereda Campos, 2008).  

     Le phosphate organique est présent comme phosphates d’inositol, phospholipides, 

acides nucléiques et divers autres esters de phosphate qui sont issus de la dégradation de        

la matière organique (Marschner, 1995 ; Pereda Campos, 2008). 

2.3. Dynamique du phosphore dans le sol 

    On peut définir la dynamique du phosphore comme étant le passage des ions 

phosphatés d’un état à un autre sous l’effet des mécanismes physico-chimiques et biologiques, 

Mesmoudi, (1999) suggère que la solubilité et la dynamique des ions phosphatés méritaient 

d’être étudier plus complètement. 

Seulement 5% du phosphore transporté vers la racine et 2 % est directement intercepté 

par les racines. La plus grande partie (93 %) du phosphore du sol est transportée par diffusion 

c’est ce mécanisme qui domine dans la disponibilité du P du sol. Ce processus est 

extrêmement lent et c’est pour cette raison que la quantité de P en solution est faible (Smith et 

al., 2003). 

    Généralement le phosphore se retrouve dans le sol associé à des cations, à des oxydes 

ou des hydroxydes métalliques. Certains se retrouveront rapidement en solution, d’autres 

migreront plus lentement de la phase solide vers la solution et d’autres encore ne se 

solubiliseront qu’avec l’activité d’organismes vivants (Beaudin, 2008). La mise à disposition 

des ions phosphates aux plantes est régie par la désorption et la solubilisation de phosphore 

inorganique ainsi que par la minéralisation du phosphore organique (Richardson et al., 

2009).  

Le phosphore organique contenu dans la matière organique ne peut être disponible pour 

les plantes qu’après décomposition et minéralisation par les microorganismes (Smith et al., 

2003 ; Stroia, 2007). La minéralisation et l'immobilisation se produisent simultanément dans 

le sol (Figure 01). La minéralisation serait le processus dominant si la teneur en P de la 



Chapitre  I 

Le phosphore 

 

 
7 

 

matière organique est suffisamment élevée pour satisfaire les exigences de la population 

microbienne (Espinoza et al., 2005). 

      

 

 

Figure 01 : Dynamique du phosphore dans le système sol-plante. Schéma adapté d’après 

celui d’Espinoza et al. (2005) ; Stroia (2007) ; Richardson et al. (2009), cité par Henintsoa, 

(2011). 
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2.4. Transfert du phosphore dans le sol  

Les mouvements du phosphore dans le sol se réalisent de façon simultanée et en 

permanence selon des mécanismes bien précis : 

 

A. Adsorption :   

     C’est le déplacement des ions phosphatés (H2PO-4 et HPO4
-2) de la solution du sol 

suite à des réactions chimiques. A court terme, les principaux facteurs responsables de 

l’absorption et de la fixation des ions phosphatés sont les oxydes d’aluminium et de fer libres 

ainsi que le calcium et le magnésium (Giroux et al., 1996 ; Gagnon et Beaulieu, 2002).  

B. Désorption :  

     C’est la libération du phosphore de la phase solide à la phase liquide. Ce phénomène 

a lieu suite à la diminution de la concentration en phosphore dans le sol par les prélèvements 

des plantes. Seulement une faible quantité des ions adsorbés peuvent être résorbés facilement, 

la plupart des ions phosphatés apportés au sol sont fixés et ne font pas l’objet d’une 

désorption et n’ont pas la même mobilité (Pierzynski et al., 2000). 

C. Précipitation :   

     Le phosphore dans le sol en réagissant avec des ions positifs, ces dernières 

provoqueront la précipitation et le phosphore prendra une forme insoluble dite « phosphore 

précipité ». Le phosphore minéral se trouve engagé dans des combinaisons avec le calcium, 

l'aluminium et le fer sous forme de sels de l'acide phosphorique H3PO4 (Drouet, 2010). 

D. Dissolution :  

     La dissolution du phosphore précipité dépend largement du pH (Pierzynski et al., 

2000). La dissolution peut aussi être favorisée par l'activité enzymatique des champignons 

mycorhiziens. La vitesse de dissolution de l'apatite en milieu acide dépend de l'accessibilité 

des particules ainsi que de leur morphologie (Zemoura, 2005). 

2.5. Facteurs affectant la disponibilité et l’évolution du phosphore dans le sol 

     Tous les facteurs physiques (texture, humidité…), chimiques (pH, calcaire…) et 

biologiques (racines, mycorhizes…) et leur pouvoir fixateur  peuvent affecter l’évolution et le 

devenir des ions phosphoriques dans le sol et influencer sur le comportement du phosphore 

(Giroux et Tran, 1994).  Ces facteurs sont autant de propriétés du sol qui affectent la 

disponibilité du phosphore (Mkhabelaa et Warman, 2005). 
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     La rhizosphère est le volume de sol où s’exerce à la fois des mécanismes physiques, 

chimiques et microbiologiques déterminant et contrôlant le transfert des ions phosphoriques 

entre le sol et la solution et des mécanismes physiques, chimiques et microbiologiques sont 

capables de mobiliser des ions phosphoriques lors du fonctionnement du système sol-solution-

plante (Morel, 2002). 

 

2. 5. 1. Facteurs physiques 

A. Humidité du sol : 

     La dissolution les composés amorphes et minéraux de phosphore dans le sol dépend 

de l'eau du sol, l’eau affecte les réactions du sol en régissant la diffusion du phosphore dans   

la solution du sol et finalement la disponibilité du phosphore pour la croissance relative        

des racines (Barker et Pilbeam, 2007). Dans la plupart des conditions, le phosphore est 

appliqué près de la surface du sol. Ainsi, pendant des périodes sèches dans les systèmes        

de production non irrigués, les déficiences en phosphore peuvent surgir (Hanway et Olsen, 

1980 ; Barker et Pilbeam, 2007). 

B. Température du sol : 

     Les changements de température affectent plusieurs des mécanismes impliqués dans 

le prélèvement des éléments nutritifs par les plantes (Gagnon et Beaulieu, 2002).                 

La température du sol affecte les réactions qui régissent la dissolution, l'adsorption et             

la diffusion du phosphore et affecte également le potentiel de prélèvement du phosphore par 

les racines (Barker et Pilbeam, 2007). Elle influence aussi la croissance racinaire (Ching et 

Barber, 1979 ; Gagnon et Beaulieu, 2002) et la diffusion du phosphore dans le sol (Mackay 

et Barber, 1984 ; Gagnon et Beaulieu, 2002). 

C. Texture : 

     La texture influe sur la disponibilité du phosphore : lorsque la teneur en argile 

augmente, la rétention en phosphore augmente d’où un phosphore moins soluble dans les sols 

argileux que dans les sols sableux. (Badraoui et al., 1995). Généralement, les niveaux           

de phosphore tendent à être moyens à élevés sur des sols qui ont des textures plus lourds. 

Dans des sols avec une texture plus légère, ils ont généralement des niveaux moyens à faible 

(Mullen, 2003). 
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D. Aération et le compactage du sol : 

     L’aération et le compactage du sol constituent deux facteurs qui influencent 

considérablement l’approvisionnement des racines en oxygène nécessaire pour leur 

croissance, le tassement ou l'envahissement par l'eau du sol limitent le prélèvement                

du phosphore en le rendant moins disponible pour les plantes (Mullen, 2003). 

 

2.5.2. Facteurs chimiques 

A. pH :  

     Le pH du sol joue un rôle majeur dans la disponibilité du phosphore, quand le pH est 

inférieur à 6, la disponibilité de certains minéraux bénéfiques pour les plantes comme             

le phosphore est réduite (Michel, 2005). Les réactions réduisant la disponibilité du Phosphore 

se produisent à toutes les valeurs de pH mais sont plus prononcées dans les sols alcalins ayant 

un pH >7 et dans les sols acides ayant un pH <5 (Demers,  2008).   

B. Matière organique :  

            La matière organique est une source de phosphore, sa minéralisation donne                 

le phosphate assimilable par la plante (Duthil, 1973). La décomposition de la matière 

organique donne des acides organiques qui dissolvent le phosphore minéral de fer et 

d’aluminium (Michel et al., 2003).  

C. Calcaire :  

     Le calcaire dans le sol influe sur son pH qui influe à son tour sur l’assimilation         

du phosphore. Dans les sols calcaires, riches en Ca2+, la forme dominante du phosphore est 

celle du P Ca (phosphate lié au calcium) (Mckenzie et al., 2003), caractérisée par une faible 

labilité (Gachon, 1988). 

D. Éléments nutritifs et sels solubles : 

       D’après Gachon (1969), en milieu salin un apport phosphaté est susceptible 

d’augmenter le rendement, ceci est dû à une interaction positive entre le phosphore et les sels 

lorsque la concentration est modérée. D’après Hafsi (1990), il existe des interactions 

synergétiques entre les deux engrais azotés et phosphatés qui font améliorer le rendement,      

la solubilité et l’absorption du phosphore. D’importantes corrélations ont été observées entre 

le phosphore total et certains éléments traces métalliques tels que Cu, Ni, Pb, Zn, Cd et Ti 

selon les types de sols considérés (Baize, 2000). La présence des sulfates en faible quantité 

dans le sol a un effet synergique vis-à-vis du phosphore. Aussi, il semble que le magnésium 

entraîne une meilleure dissolution du phosphore dans la solution du sol (Razi, 2006). 
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2.5.3. Facteurs biologiques 

A. Effet des résidus de récolte : 

     Une fois incorporé au sol de grandes quantités de résidus de récolte, la biomasse 

microbienne par son action va permettre une immobiliser à court terme du phosphore 

disponible (Mullen, 2003). 

B. Action des racines : 

     Dans les conditions de déficience phosphatée, notamment dans les sols riches en 

calcaire où le phosphore serait très lié aux ions Ca+2, il a été montré que les plantes sécrètent 

au niveau de la rhizosphère des acides organiques pour mobiliser le phosphore fixé (Lopez- 

Bucio et al., 2000). Dans la plupart des sols, la quantité du phosphore dans les 10 premiers 

centimètres du sol est un bon indicateur sur la capacité du sol de fournir le phosphore à           

la culture. Comme les racines tendent à se concentrer dans cette zone, elles peuvent gagner 

l'accès facile aux ions phosphoriques pour une croissance précoce des plantes (Mullen, 2003). 

3. Le phosphore dans le système sol-plante 

      Le phosphore est présent chez tous les organismes vivants. Chez les végétaux, il 

constitue un composant majeur et un élément minéral essentiel. Il joue un rôle important dans 

le métabolisme énergétique, la synthèse et le métabolisme des glucides, participe à                 

la composition du noyau cellulaire et se concentre dans les organes reproducteurs du végétal 

(Scheiner, 2005).   Le phosphore est absorbé principalement pendant la croissance végétative 

et, par la suite, la majeure partie du phosphore absorbé est transférée dans les fruits et            

les graines pendant les étapes de reproduction (Marschner, 1993).Il entre dans                  

lacomposition des acides nucléiques et dans la composition de l’ADN, ainsi que dans celle    

de l’ARN qui permet la transcription de l’information génétique en protéines. Il est impliqué 

dans les transferts d’énergie à l’intérieur des cellules par l’intermédiaire de molécules telles 

que l’ATP. Il entre dans la composition des phospholipides qui contrôlent la stabilité et         

les propriétés des membranes cellulaires (Marschner, 1995).  

Le phosphore se trouve dans la plante sous forme minérale (Duthil, 1973). Mais il est 

beaucoup plus fréquemment présent combiné sous forme organique. Sa répartition dans        

les tissus est très inégale et augmente généralement avec la teneur en azote (Gervy, 1970). 

D’après Gervy, (1970) La teneur des végétaux en phosphore est soumise à des variations fort 

importantes, elle dépend principalement de la nature de l’espèce, de l’âge de la plante et        
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de l’organe analysé, elle dépend également, mais dans une moindre mesure, de la richesse     

du sol en P2O5, elle dépend enfin très faiblement de la présence d’autres éléments donnant 

lieu à des antagonismes aves l’acide phosphorique. 

Des plantes déficientes en phosphore montrent un retard de croissance (réduction de      

la croissance des cellules et des feuilles, de la respiration et de la photosynthèse), et souvent 

une couleur vert foncé (concentration plus élevée en chlorophylle) et une coloration rougeâtre 

(augmentation de la production d'anthocyanes) (Marschner, 1993).  

Il a été signalé que le niveau de l'approvisionnement en phosphore pendant les étapes 

reproductrices règle la partition des photosynthétats entre les feuilles-sources et les organes 

reproducteurs, ceci étant essentiel pour les légumineuses fixatrices d'azote (Marschner, 

1993).  

 



Chapitre II 

Les rhizobactéries 

 

 
13 

 

1. La rhizosphère  

     La rhizosphère est la zone du sol située près des racines et caractérisée par une 

activité microbiologique intense. C'est un environnement écologique dynamique où               

les microorganismes et les plantes interagissent pour l'exploitation des micro                           

et macronutriments du sol présent en quantité limitée (Gholami et al., 2012).  

    C'est également un environnement caractérisé par un volume très élevé de substances 

racinaires favorisant une grande population microbienne (Miransari, 201l). Cette population 

originaire des grains et du sol environnant (Miethling et al., 2000) est habituellement 

distribuée à une distance de 0,5 a l m des racines de la plante, dont une concentration de plus 

de 109 à 1012 microorganismes par gramme de (Miransari, 201l).  

     Plus précisément, la rhizosphère est divisée en trois grandes composantes qui 

interagissent ensemble : la rhizosphère sol, la rhizoplane et les racines (Barea et al., 2005).    

La rhizosphère sol est la zone du sol influencée par les racines due à la libération de substrats 

qui influence l'activité microbiologique (Barea et al., 2005). Ainsi, durant leur croissance,    

les racines libèrent activement ou passivement une gamme de composés organiques, surtout 

des hydrates de carbone (Chaboud, 1983).  

     La microflore du sol est composée de différents types des microorganismes tels 

plusieurs genres bactériens fixateurs d'azote et des mycorhizes. Ceux-ci peuvent jouer un rôle 

de stimulation de croissance par l'apport d'éléments nutritifs et de protection des pathogènes 

environnants (Amarger, 2002). 

1.1.  Communauté microbienne de la rhizosphère  

     Dans le sol, les microorganismes représentent la majorité des organismes vivants      

et constituent une importante part de la diversité génétique de la planète. Il a été estimé qu’un 

gramme de sol contiendrait de 1010 à 1011 bactéries (Horner-Devine et al., 2003), de 6000      

à 50000 espèces bactériennes (Curtis et al., 2002). Cette microorganismes jouent un rôle clé 

dans un grand nombre de processus des différents écosystèmes incluant l’acquisition 

d’éléments nutritifs pour les plantes (Sprent, 2001 ; Smith et Read, 2008). 
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     La microflore rhizosphérique est naturellement constituée de procaryotes                      

et d’eucaryotes (Kent et Triplett, 2002 ; Cardon et Gage, 2006). Certains sont sans effets 

sur le développement des végétaux (microorganismes commensaux), d’autres encore sont 

favorables (mutualistes) alors que d’autres, enfin, ont des effets délétères (parasites                  

et phytopathogènes). (Whipps, 2001). La rhizosphère joue un rôle actif dans la régulation     

des interactions entre plantes et microorganismes (Hirsch et al., 2003).  

      De ce fait, il a été suggéré que la plante favorise celles qui lui sont bénéfiques 

(Lynch, 1990 ; Cook et al., 1995). Afin d’optimiser les interactions favorables et développer            

des pratiques agricoles respectueuses de l’environnement il est nécessaire de mieux connaître 

le mécanisme de ces interactions. Actuellement, l’inoculation par les microorganismes tels 

que les champignons mycorhizogènes (Elhassan et al., 2010 ; Gianinazzi et al., 2010)          

et les bactéries fixatrices d’azote (Bhattacharjee et al., 2008 ; Elhassan et al., 2010) 

représentent un potentiel important pour l’amélioration de la croissance et la lutte biologique 

contre les maladies d'origine tellurique.  

1.2. Les rhizobactéries  

      Les rhizobactéries connues sous le terme PGPR stimulent directement la croissance 

de plantes en augmentant le prélèvement des éléments nutritifs du sol, en induisant                

et produisant des régulateurs de croissance végétale et en activant les mécanismes                 

de résistance induite chez les végétaux. Elles stimulent indirectement la croissance               

des végétaux par leur effet antagoniste sur la microflore néfaste, en transformant                   

les métabolites toxiques et en stimulant la nodulation des légumineuses par les Rhizobia. 

L'établissement de l'association PGPR-plante est primordial pour l'expression des effets 

bénéfiques (Hallmann et al., 1997).. 

     Plusieurs études sur la relation PGPR amélioration de l'absorption des nutriments ont 

conclu que l'application des inoculations bactériennes améliore considérablement l’absorption 

du N, P, et K. En outre, le processus d'inoculation avec Azospirillum et Bacillus spp. a montré 

une nette accumulation de ces minéraux dans les tissus de la plante (Amir et al., 2005).  

              La microflore rhizosphérique bénéfique pour les plantes peut avoir soit un effet via       

les organismes associés à la racine (relations mutualistes) ou via l’action des microorganismes 

vivant librement dans la rhizosphère (Van der Heijden et al., 2008). 
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 Certains microorganismes, principalement des bactéries telles Arthrobacter, 

Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia (Gray et Smith, 

2005) et Streptomyces spp. (Tokala et al., 2002) sont capables de coloniser efficacement       

les systèmes racinaires. Elles influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa 

croissance (voie directe) et ou en la protégeant contre des infections par des agents 

phytopathogènes (voie indirecte). 

1.3. Interactions plantes-bactéries dans la rhizosphère  

       Les microorganismes présents dans la rhizosphère jouent un rôle important dans 

l'adaptation écologique de leur plante hôte. Des processus microbiens importants qui 

devraient se produire dans la rhizosphère inclure la pathogenèse et son contrepartie,                

la promotion protection des plantes de croissance, ainsi comme la production d'antibiotiques, 

cycle géochimique de minéraux et de colonisation végétale (Kent et al., 2002).  

      Interactions plantes-microorganismes peuvent donc être considérés comme 

bénéfique, neutre ou nuisible à la plante, en fonction des micro-organismes et des plantes 

spécifiques impliquées et des conditions environnementales (Bais et al., 2006). L'étude de ces 

micro-organismes en démêlant leurs relations possibles avec des plantes a lancé un nouveau     

et fascinant domaine des enquêtes dans la recherche rhizosphère. 

2. Les bactéries solubilisant le phosphate  

          Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient donc constituer 

une source prometteuse comme agent bio-fertilisant dans l'agriculture (Sharma et al., 2007). 

Les microorganismes solubilisant les phosphates (MSP) pourraient aussi faciliter la croissance 

et le développement des plantes par la production de nutriments essentiels et modifier             

la concentration des substances améliorant la croissance des plantes telles que l’AIA ou 

stimuler la fixation symbiotique et non symbiotique de l’azote moléculaire. Ils peuvent jouer 

aussi un rôle dans la production des sidérophores, des antibiotiques et d’acide cyanhydrique 

(HCN) (Khan et al., 2009).  

     BSP jouent un rôle dans la nutrition de phosphore en améliorant sa disponibilité pour 

les plantes grâce à la libération à partir de pools sol de Phosphore inorganiques et organiques 

par solubilisation et de la minéralisation. Ces micro-organismes augmentent la performance 
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globale des plantes en fournissant Phosphore principalement soluble aux plantes dans           

les systèmes de production différents (Khan et al., 2014) 

          BSP sont communes dans la rhizosphère, cette dernière étant le siège                   

de nombreuses interactions entre les plantes et les divers microorganismes associés.              

La sécrétion d’acides organiques et de phosphatases facilitent la conversion de formes 

insolubles de phosphore en formes disponibles pour les plantes (Kim et al., 1998 ; 

Richardson, 2001).  Les espèces de Pseudomonas spp. fluorescents comme                         

P.chlororaphis, P. putida et P. aeruginosa ont été identifiés comme rhizobacteries 

solubilisant le phosphate (Cattelan et al., 1999 ; Bano  et Musarat, 2003). 

        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 soit en utilisant des souches 

génétiquement modifiées ou des techniques de co-inoculation (Sharma et al., 2013). 

3. Mobilisation du phosphore dans le sol 

       Des procédés différents participent à la transformation des phosphates comme           

la désagrégation, la solubilisation, la minéralisation et l’immobilisation.           

3.1. La désagrégation  

         Dans la nature, certaines roches phosphatées s’altèrent suite à de nombreux 

processus écologiques. Les processus d’altération sont classés en deux principales catégories : 

la désagrégation mécanique et chimique (Mackey et Paytan, 2009). 

       Dans la désagrégation mécanique, des procédés physiques (incluant l’expansion 

thermique, la pression, l’action hydraulique, la formation de cristaux de sel …) peuvent 

causer une détérioration ou encore une fragmentation du matériel rocheux sans modifier        

sa composition chimique.  

      En revanche, la désagrégation chimique (incluant divers produits chimiques) cause 

l’altération de la roche phosphatée en modifiant la structure chimique des minéraux à partir 

desquels la roche phosphatée est faite. Le processus de l’altération chimique comprend           

la dissolution, l’hydrolyse, l’hydratation et l’oxydoréduction (Mackey et Paytan, 2009).  
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 3.2. La solubilisation  

         L'amélioration de la fertilité du sol est l'une des stratégies les plus communes pour 

augmenter la production agricole. En plus de la fixation biologique de l'azote, la solubilisation 

des phosphates est également importante. Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel 

pour la croissance et le développement des plantes mais aussi un important élément nutritif 

limitant cette croissance. Contrairement à l'azote, il n'existe pas de source biologiquement 

disponible (Ezawa et al., 2002). 

         Les micro-organismes permettent la disponibilité du Phosphore pour les plantes 

par minéralisation du P organique du sol et par solubilisation des phosphates précipités 

(Kucey et al., 1989., Pradhan et Sukla, 2005) (Figure 02). Notons que ces microorganismes 

produisent des acides organiques et relâchent des protons, qui à travers leurs groupements 

carboxyliques, chélatent les cations fixés aux phosphates insolubles ce qui permet de les 

convertir en formes solubles (mono et dibasiques) (Mackey et Paytan, 2009).    

3.3. La minéralisation  

     Dans le sol, les plantes et les détritus animaux constituent un énorme réservoir          

de Phosphore organique qui est généralement indisponible pour la plupart des organismes 

vivants. Pour devenir biodisponible, le Phosphore contenu dans la matière organique doit tout 

d’abord être minéralisé en phosphate.  

     Le processus de minéralisation, au cours duquel les complexes de Phosphore 

organique sont convertis en minéraux phosphatés, est un processus modulé grâce à l’activité 

de certaines enzymes microbiennes, notamment les phosphatases qui sont classées en fonction 

du type des groupements carbonés liés aux phosphates qu’elles clivent.  

     Les phosphatases ont des exigences spécifiques vis-à-vis de certains substrats.              

Les catégories les plus courantes des phosphatases microbiennes contribuant                           

à la minéralisation du P comprennent les phosphomonoestérases, les phosphodiestérases, les 

nucléases, et les nucléotidases, ainsi que les phytases (Mackey et Paytan, 2009).  

3.4. L’immobilisation  

       Lors du processus de l’immobilisation, le Phosphore labile est séquestré et retiré    

de l’environnement pour une période de temps.  Les procédés d’immobilisation peuvent être 

regroupés en deux catégories : La première catégorie, l’immobilisation transitoire ou 
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l’assimilation cellulaire, comprend tous les processus de séquestration du Phosphore  dans     

les cellules vivantes microbiennes et est rapidement réversible à la mort cellulaire.                 

La deuxième catégorie appelée la formation de minéraux phosphatés, englobe les processus 

de minéralisation influencé par l’activité microbienne qui génèrent des minéraux contenant    

du P  il s’agit de la phosphogénèse (Mackey et Paytan, 2009). 

 

 

 

Figure 2: Mécanismes d’action des bactéries solubilisant le phosphate (Khan et al, 2009). 
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4. Les Rhizobacteries comme un bio-fertilisant 

       Les bio-fertilisants peuvent être définis comme des produits qui contient des 

microorganismes vivants lorsqu'elles sont appliquées aux semences ou à la surface des plantes 

ou le sol, ils colonisent la rhizosphère ou l'intérieur de la plante capables de promouvoir         

la croissance des plantes en augmentant l'offre ou la disponibilité des éléments nutritifs 

primaires à la plante hôte (Vessey,  2003).       

                 Selon Mishra et al (2013), un bio-fertilisant est un mélange de cellules latentes 

favorisant la fixation d'azote, la solubilisation de phosphate et la solubilisation de silicate,     

des études antérieures montrent qu’un bio-fertilisant préparé en combinant PGPR avec 

composts pourrait accroître les effets favorisant la croissance et la bio-contrôle des plantes 

(Chen et al., 2011). Des espèces comme le Pseudomonas (Leonardo et al.,  2006) et Bacillus 

(Gong et al.,  2006),   élaborent des substances qui ne sont pas encore bien définies soit 

comme des phytohormones soit comme des régulateurs de croissance permettant aux cultures 

d'avoir plus de racines fines augmentant ainsi la surface d'absorption chez les plantes.          

Ces PGPR sont désignés comme des bio-stimulants et les phytohormones qu'ils produisent 

comprennent : AIA, les cytokinines, les gibbérellines et les inhibiteurs de la production 

d'éthylène (Agritech, 2014).  

      Ces bactéries sont actuellement commercialisées sous forme d'inoculum. Elles 

semblent promouvoir la croissance des cultures par plusieurs mécanismes qui sont comme 

suit : suppression des maladies des plantes (par des bio-protecteurs), l'amélioration                  

de l'acquisition des éléments nutritifs (biofertilisants), ou la production de phytohormones 

(appelées biostimulants) (Agritech, 2014). 

               Les bio-fertilisants à base de PGPR fournissent un rôle bénéfique dans la création 

d’une bonne rhizosphère pour la croissance des plantes et la conversion des éléments 

importants sur le plan nutritionnel grâce à des procédés biologiques, par exemple                   

en augmentant la disponibilité de N, P, K (Francis et al., 2010 ; Waddington., 1998).          

La haute disponibilité de N, P et K pourrait améliorer la fertilité des sols, améliorer 

antagoniste et l’effet bio-contrôle, et d'étendre les micro-organismes de taux de survie dans         

le sol (Yang et al., 2011). 
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1. Isolats bactériens utilisés 

  L’expérimentation a été réalisée sur deux bactéries isolées de la rhizosphère du sol 

salin de la wilaya de Relizane A1 et A2 qui ont été fourni par le laboratoire de microbiologie 

et biologie végétale de l’université de Mostaganem. 

 

    La capacité de solubilisation du phosphate inorganique insoluble par les isolats 

bactériens sélectionnés a été testée avec un test qualitatif (sur milieu solide) et l’optimisation 

de cette solubilisation a été réalisée en milieu liquide (test quantitatif).   

2. Solubilisation du phosphate sur le milieu solide  

     La capacité des isolats bactériens de libérer le phosphore soluble a été testée sur 

milieu Pikovskaya solide (Pikovskaya, 1948) contenant 0,5% de PTC comme seule source          

de phosphore. Chaque culture bactérienne est déposée à la surface de la gélose PVK .Après 

dix jours d’incubation à 30°C, La solubilisation du phosphate a été mise en évidence par 

l’apparition d’un halo clair autour de la colonie sure milieu PVK. 

     Les diamètres des halos de solubilisation qui entourent les isolats bactériens ont été 

mesurés (halo + colonie). Les résultats ont été exprimés par calcule de l’efficacité                          

de solubilisation (Nguyen et al., 1992) par la formule suivante : 

        

3. Optimisation de solubilisation de phosphate  

3.1. Optimisation de La composition de milieu de culture  

3.1.1. Effet de différents milieux de culture  

        L’estimation quantitative du phosphate solubilisé et la capacité de solubilisation            

de phosphate chez les isolats ont été testés en milieu liquide, des cultures jeunes des isolats 

solubilisant le phosphate (de 24 heures) provenant de la gélose nutritive (Annexe 01) ont été 

utilisées pour l’inoculation des milieux de culture. Des tubes à essai contenant 10 ml d’eau 

 

L’efficacité de la solubilisation %= (diamètre de halo / diamètre de colonie) × 100                   
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physiologique (Annexe 03), ont été inoculés par quelques colonies bactériennes pour préparer 

une suspension bactérienne où sa densité optique a été ajustée à 1,5 à 600 nm en utilisant          

un spectrophotomètre UV- visible (Kumar, 2010).      

     Chaque flacon de 250 ml contenant 50 ml de milieu de culture avec PTC comme 

seule source de phosphate a été inoculé par 1 ml de suspension bactérienne (Kumar, 2010). 

Les milieux inoculés ont été incubés sous agitation permanente dans un incubateur agitateur 

rotatif à 180 rpm à 30°C pendant 7 jours.  

     L’efficacité de différents isolats solubilisant le phosphate a été testée en milieu 

liquide et en utilisant quatre milieux de culture liquide : PVK (Pikovskaya, 1948), AYG 

(Halder et al., 1990), NBRIY (Nautiyal, 1999), NBRIP (Nautiyal, 1999) (Tableau 02). 

Tableau 02 : La composition de différents milieux de culture liquide. 

 

 

Composants du milieu 

(g/l) 

 

PVK 

 

AYG 

 

NBRIY  

 

 

NBRIP 

Glucose 10 20 10 10 

(NH4)2SO4 0 ,5 1 0,5 0,1 

MgSO4 0,1 0,5 0,1 0,25 

Extrait de levure 0,5 0,2 - 0,2 

KCl 0,2 - 0,2 0,2 

NaCl 0 ,2 0,002 0,2 0,2 

FeSO4 0 ,002 0,002 0,002 - 

MnSO4 0,002 - 0,002 - 

MgCl2 - - - 5 

Ca3(PO4) 5 5 5 5 

pH 7 ,2 6,8 7 7 
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 Dosage du phosphore  

     Après 7 jours d’incubation le contenu de chaque flacon a été centrifugé à 6000 rpm 

pendant 30 min. La quantité de phosphore libérée dans le milieu par les isolats bactériens a été 

déterminée par la méthode Spectrophotométrique du jaune de vanado-molybdate (Subba 

Rao, 1988). Le principe de cette méthode consiste à mesurer la densité optique (absorbance) 

de la couleur jaune du complexe phosphovanadomolybdique en milieu acide. 1ml                           

du surnageant a été ajouté à 2,5 ml de réactif Barton (Annexe 02), Ce volume a été ajusté à 50 

ml avec de l’eau distillé et la présence d’une couleur jaune indique la libération de phosphates 

solubles.    

     L’absorbance des différentes solutions a été mesurées à l’aide                                            

d'un spectrophotomètre UV-Visible à une longueur d’onde de 430 nm après 10 min. Le pH 

final de solubilisation de chaque surnageant a été mesuré et en utilisant un pH- mètre.           

Le phosphore soluble a été calculé à partir de l’équation de régression d’après la courbe 

d’étalonnage. 

 

 La courbe d’étalonnage  

       Une courbe d’étalonnage standard a été effectuée avec une solution de KH2PO4. 

(Olsen et Sommers, 1982). 0,2195 g de KH2PO4 a été dissoute dans 1 litre d’eau distillé. Cette 

solution contient 50 μg P/ml.  

     La procédure de la préparation la courbe standard est la suivante : un volume de 0, 1, 

2, 3, 4, 5 et 10 ml de solution stock de KH2PO4 a été mis dans des fioles de 50 ml. 2,5 ml                 

de réactif Barton a été ajouté dans chaque fiole et le volume a été complété a 50 ml avec l’eau 

distillée, La mesure de l’absorbance des solutions a été réalisée après 10 min à 430 nm avec 

un spectrophotomètre UV-Visible. 

3.1.2. Effet de différentes sources de carbone   

     Effet de différentes sources de carbone comme glucose, fructose, lactose et sucrose  

sur la capacité de solubilisation  du phosphate des différents  isolats  bactériens  ont été étudié 

dans le milieu de culture favorable contenant le phosphate tricalcique comme seule source                

de phosphate à un pH de 7. Les Erlenmeyers contenant 50 ml de milieu liquide ont été 
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inoculés à raison de 1 ml de suspension bactérienne (DO = 1,5). L’incubation a été réalisée          

à 30°C dans un agitateur rotatif à 180 rpm pendant 7 jours.  

 Les concentrations du phosphore libérées ont été estimées par la méthode de jaune             

de Vanado-molybdate. 

3.1.3. Effet de différentes sources de l’azote  

     L’effet de diverses sources de l’azote comme (NH4)2SO4, l’urée, caséine et NaNO3 

sur la capacité de solubilisation de phosphate, par les isolats bactériens a été étudié dans          

le milieu favorable contenant le phosphore tricalcique comme seule source de phosphate         

et le pH a été ajusté à 7. Les isolats ont été testés par ensemencement de 1 ml de l’inoculum 

(DO= 1,5) dans des flacons contenant 50 ml de milieu liquide. Les milieux inoculés ont été 

incubés à 30°C dans un incubateur agitateur à 180 rpm pendant 7 jours.  

   Après incubation la concentration de phosphate libérée dans chaque milieu a été 

mesurée par la méthode de jaune Vanado-molybdate.  

3.2. Optimisation des conditions de cultures  

3.2.1. L’effet de la durée d’incubation  

   La capacité de différents isolats bactériens à solubiliser le phosphate a été testée pour 

la détermination de la durée optimale d’incubation. 50ml de milieu favorable à                         

la solubilisation à pH de 7 a été inoculé par 1ml de chaque suspension bactérienne.             

Les milieux inoculés ont été incubés à 30°C pendant 15 jours sous agitation permanente. 

Chaque 3 jours la quantité de phosphore libérée par les isolats bactériens a été mesurées par 

méthode de jaune de Vanado-molybdate. 

3.2.2. L’effet de température  

     L’efficacité de solubilisation de phosphate par les isolats bactériens a été testée en 

variant leur température d’incubation. 50ml de milieu favorable à la solubilisation à pH de 7 a 

été inoculé par 1ml de chaque suspension bactérienne. Les cultures bactériennes ont été 

incubées à des températures de 25°C, 30°C, 35°C et 40°C dans un incubateur agitateur.            
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La concentration de phosphate libérée à différentes températures de croissance a été mesurée 

par la méthode de jaune Vanado-molybdate. 

3.2.3. L’effet de différentes valeurs de pH  

     La capacité des isolats à solubiliser le phosphate a été vérifiée en faisant varier le pH 

initial du milieu de culture de 5, 6, 7 et 8. Pour la variation des valeurs de pH l’NaOH et l’HCl 

ont été utilisés.  Le milieu de culture a été inoculé par les différents isolats puis incubés dans 

un incubateur agitateur à 180rpm à 30°C pendant 7 jours. 

     La quantité de phosphate soluble a été mesurée par la méthode de jaune de Vanado-

molybdate.   

4. Analyse statistique  

Les résultats de différents paramètres ont été réalisés en triplicata et traités par analyse 

de variance par l’utilisation de logiciel « statbox » version 06.04, suivie d’une comparaison 

des moyennes deux à deux selon le test de Newman et Keuls. 



Partie 2 

Résultats et discussion 

 

 
25 

 

     L’étude de la capacité des isolats à libérer le phosphate minérale sur milieu solide       

et en milieu liquide a permet de démontrer les résultats suivant : 

1. Solubilisation du phosphate sur milieu solide  

     La capacité des isolats microbiens à solubiliser les phosphates a été testée sur            

le milieu de culture PVK (Pikovskaya) solide contenant du phosphate tricalcique comme 

seule source de phosphore. Le pouvoir des bactéries à solubiliser le phosphate peut être 

visuellement remarqué par production d’une zone claire autour des colonies bactériennes.  

     Les deux isolats ont été testés pour leur capacité à solubiliser le phosphate 

inorganique sur un milieu de culture solide PVK. Après une incubation de 10 jours à 30°C,           

les isolats A1 et A2 ont produit une zone claire autour de leurs colonies ce qui reflète          

une solubilisation de phosphate tricalcique (Figure 03). Ces zones claires entourant               

les colonies sont dues à la production des acides organiques dans le milieu (Asea et al., 1988 ; 

Halvorson et al., 1990).  

     La solubilisation des phosphates insolubles a été évaluée qualitativement sur milieu 

de Pikovskaya en utilisant le phosphate tricalcique comme seule source de phosphore par 

plusieurs chercheurs (Ahmad et al., 2008 ; Aarab et al., 2009 ;Oliveira et al., 2009 ; Uma 

Maheswar et al., 2012 ; Cherif, 2014 ).  

   

Figure 03 : La solubilisation de phosphore sur le milieu solide Pikovskaya (PVK) par           

les isolats A1 et A2. 

A2 A1 
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       La méthode d'observation de la zone de solubilisation du phosphate ne peut être 

utilisée que pour des tests qualitatifs (Meek et al., 2001). Les diamètres des zones                 

de solubilisation de phosphate sur le milieu solide a été de 16 mm chez l’isolat A2 et de 13 

mm chez l’isolat A1 (Tableau 03). 

     Cependant le calcul de l’efficacité de solubilisation à montrer des résultats variables 

de 228,57 % chez l’isolat A2 qui a été la plus élevés par rapport à l’isolat A1 qui a été                     

de 216,66 %. 

Tableau 03 : Mesure l’efficacité de la solubilisation de Ca3(PO4)2 chez les deux isolats A1              

et A2. 

 Isolat A1 Isolat A2 

Diamètre d’halo (mm) 13  16  

Diamètre de colonie (mm) 06  07  

L’efficacité de la solubilisation (%) 216,66  228,57  

 

    Les résultats obtenus au cours de ce test concordent avec plusieurs travaux précédents 

qui ont démontré la capacité des bactéries rhizosphériques de solubiliser les phosphates, ces 

résultats ont été obtenus par Pandey et al., (2005) qui put identifier une souche (MSP) 

caractérisée par un pouvoir de solubilisation du phosphate tricalcique élevé, avec                         

une efficacité de la solubilisation de 215%. Sridevi et Mallaiah, (2009) ont détecté                        

une solubilisation maximale chez un isolat de Rhizobium avec une efficacité                                

de la solubilisation   de 150%. 

    Les bactéries solubilisant le phosphore sont capables d’améliorer la disponibilité              

du phosphore pour les plantes surtout dans les sols riches en précipité de phosphate (Husen, 

2003) 
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2. Optimisation de solubilisation de phosphate  

2.1. Optimisation de La composition de milieu de culture  

2.1.1. Effet de différents milieux de culture  

      Le pouvoir de la solubilisation est basé sur la mesure du phosphore soluble sous 

forme d’orthophosphate libérée en milieu liquide contenant un composé de phosphate minéral 

insoluble comme seule source de phosphore.  

     La capacité des isolats étudiés à solubiliser le phosphate inorganique a été testée en 

utilisant les quatre milieux liquides : PVK et AYG et NBRIY et NBRIP. L’intensité                          

de la couleur jaune indiquent la quantité de phosphore libérée après l’addition de réactif 

Barton aux surnagent (Figure 05). Le phosphore soluble a été calculé à partir de l’équation        

de régression d’après la courbe d’étalonnage (Figure 04). 

     La quantité de phosphore soluble libérée par les isolats bactériens dans différents 

milieu de culture varie entre 84,476 à 651,619μg/ml. La solubilisation maximale a été 

observée chez la souche A1 avec une quantité de phosphore soluble de 651,619μg/ml en 

milieu liquide. 

 La courbe d’étalonnage  

          

                 

                    Figure 04 : La courbe standard de phosphore. 
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Figure 05 : La solubilisation du phosphate par les deux isolats bactériens (A1, A2). 

 La comparaison des quantités de phosphore libérée dans différents milieux de culture 

liquide  à déterminer que la meilleure solubilisation a été obtenue dans le milieu NBRIP pour 

les deux souches A1 et A2 (651,619μg/ml, 560,667μg/ml) suivie du milieu PVK 

(377,81μg/ml, 372,571μg/ml) et du milieu NBRIY (142,59μg/ml ,194,476μg/ml) et en 

dernière position le milieu AYG avec un minimum de solubilisation de (84,476μg/ml, 

177,905μg/ml) respectivement (Tableau 04). 

     L’étude comparative entre le pouvoir de ces isolats étudiés à solubiliser le phosphate 

inorganique dans différents milieux de culture liquides, atteste que la capacité de ces bactéries 

à libérer le phosphore soluble dans NBRIP liquide a été la plus élevée (Figure 06, 07) 

Blanc Blanc A1 A2 
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    Le milieu NBRIP liquide est utilisé par plusieurs chercheurs pour la solubilisation     

de phosphate par les rhizobactéries (Johri et al., 1999 ; Cherif, 2014) .Ceci classe le milieu  

NBRIP liquide comme meilleur milieu pour la solubilisation du phosphate par la plupart        

des MSP (Nautiyal et al., 2000). 

 

     Le pH est le facteur essentiel dans la solubilisation du phosphate, les résultats en 

milieu NBRIP montrent que le pH a baissé jusqu’à 3,9. Ces résultats semblent indiqués que 

l'augmentation de la quantité de phosphate soluble dans le milieu se traduit par une baisse             

de pH de milieu de culture variant de 5,8 à 3,9 selon l’isolat bactérien alors que le pH initial 

de tous les milieux de culture était de 7. 

 

     En outre, la diminution progressive des valeurs du pH du milieu liquide est en accord 

avec les conclusions d’Illmer et Schinner (1992) qui ont prouvé que les rhizobiums qui ont 

une tendance à diminuer le pH du milieu de culture pendant la croissance sont les plus 

efficaces dans la solubilisation du phosphate tricalcique. 

     Ces résultats sont cohérents aussi avec les travaux de Whitelaw, (2000), Jeon et al ., 

(2003), Maliha et al., (2004) et Chen et al., (2005), Joseph et Jisha, (2008), Illmer et al., 

(1992) qui ont montré que la solubilisation du phosphore complexe est en corrélation avec           

la diminution du pH du milieu de culture.  

     Perez et al., (2007)  ont montré aussi que le pH diminue avec l'augmentation            

de la population de rhizobium pendant la période d'incubation et que cette diminution de pH 

peut être liée à la production d'acides organiques au cours de la croissance bactérienne . 

    Les espèces de Bacillus (Illmer et Schinner 1992; Wani et al., 2007)                               

et Pseudomonas spp (Subbarao, 1988 ; Kucey et al., 1989) sont parmi les communautés 

bactériennes les plus performantes dans la solubilisation de phosphate.  
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Figure 06 : Effet de divers milieux de culture sur la solubilisation du phosphate par l’isolat 

A1. 

 

 

 

 

Figure 07 : Effet de divers milieux de culture sur la solubilisation de phosphate par l’isolat 
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2.1.2. Effet de différentes sources de carbone  

     La solubilisation du phosphate a été testée avec différents sources de carbone,         

les quantités de phosphore libérées varient entre 103, 571 μg/ml et 603,531 μg/ml. Selon         

les résultats obtenus il est remarquable que la source la plus préférée pour les deux isolats 

bactériens A1 et A2 (Figure 08,09) était le glucose avec des concentrations de phosphore 

libéré de 603,531 μg/ml et 581,198μg/ml respectivement (Tableau 05).   

     La solubilisation du phosphate se produit en présence d’une source de carbone avec 

un maximum de solubilisation du phosphate tricalcique avec le glucose (Fasim et al., 2002).  

      Rose, (1957) a montré que le glucose est la meilleure source d'énergie pour                   

les microorganismes dans un milieu liquide. 

     La libération du phosphate augmente avec l'augmentation des concentrations                    

de glucose qui peut être attribué à une plus grande disponibilité de la source d'énergie pour             

la croissance des souches et la production de l'acide (Yadav et Singh, 1991).  

     Une baisse de pH a été accompagnée par l’augmentation de taux de solubilisation. 
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Figure 08 : Effet de diverse source de carbone sur la solubilisation du phosphate par l’isolat  

A1. 

 

 

 

Figure 09 : Effet de diverse source de carbone sur la solubilisation du phosphate par l’isolat 
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2.1.3. Effet de différentes sources d’azote  

     Pour étudier l'effet de la source d'azote sur la solubilisation des phosphates, 

différentes sources d'azote ont été ajoutées pour remplacer le sulfate d'ammonium dans                   

le milieu NBRIP liquide. 

    La solubilisation de phosphate a été testée avec différentes sources d’azote,               

les quantités de phosphore libérées varient entre 100,065μg/ml et 590,89 μg/ml.  

   Il a été observé que le sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 a donné une solubilisation 

maximale des phosphates pour les isolats A1 et A2 avec des concentrations de phosphore 

libérées de 590,89 et 578,29 μg/ml respectivement (Tableau 06 et Figures 10,11) suivie par 

l’urée, la caséine et le NaNO3.  

   Ces résultats sont en concordance avec les études de Kumar et Ram, (2014). En outre, 

il a observé que les sources d'azote inorganiques favorisent une meilleure solubilisation              

de Ca3(PO4)2 par rapport aux sources d'azote organiques. 

  Les travaux sur l’influence de différentes sources d’azote sur la solubilisation                 

des phosphates en milieu liquide ont révélés une meilleure solubilisation des phosphates en 

présence de sulfate d’ammonium (Dave et Patel, 2003 ; Karunai et Ravindran 2012 ;  

Thakker et al., 1993). 

    Une corrélation négative entre les valeurs de pH et la solubilisation du phosphate a 

été observé chez les deux isolats. 



Partie 2 

Résultats et discussion 

 

 
34 

 

 

 

 

Figure 10 : Effet de diverse source d’azote sur la solubilisation de phosphate par l’isolat A1. 

 

 

 

Figure11 : Effet de diverse source d’azote sur la solubilisation de phosphate par l’isolat A2. 
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2.2. Optimisation des conditions de cultures  

2.2.1. L’effet de la durée d’incubation  

La capacité de différents isolats bactériens à solubiliser le phosphate a été testée pour 

la détermination de la durée optimale d’incubation. 

L’analyse de variance a révélé un effet significatif de temps d’incubation sur                      

la solubilisation. Les résultats obtenus dans le tableau 07 et les figures 12 et 13 montrent que 

les valeurs maximales de solubilisation de phosphate tricalcique ont été observées après 6   

jours d’incubation, avec un taux de solubilisation qui varie de 505,429 à 816,857 µg/ml                

de phosphore soluble.  

La concentration de phosphate tricalcique solubilisée diminue avec le temps surtout 

après le 9émé jours d’incubation jusqu’à le 15éme jours qui présente les plus faibles 

concentrations de phosphore libre de 426,857 à 686,38 µg/ml.   

Selon les résultats obtenus par Muleta et al., (2012) il est remarquable que                             

la solubilisation de phosphate tricalcique est maximale après le sixième jours d’incubation . 

 

http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21179/apa.html#_Hedley__M__J___Hussin__A__Bolan__N_
http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21179/apa.html#_Hedley__M__J___Hussin__A__Bolan__N_
http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/21179/apa.html#_Hinsinger__P___2001___Bioavailabili
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Figure 12 : Effet de la durée d’incubation sur l’activité de solubilisation de phosphore par 

l’isolat A1. 

 

 

 

Figure 13 : Effet de la durée d’incubation sur la solubilisation du phosphate par l’isolat A2. 
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2.2.2. L’effet de température  

     La température d’incubation apparait comme un facteur agissant sur la capacité               

des isolats à solubiliser efficacement le phosphate tricalcique. Pour les deux isolats étudiés          

la température 30°C est la température optimale pour la croissance et la solubilisation           

du phosphate avec un taux de 587,333 et 578, 286 µg/ml de phosphore libéré par l’isolat A1 

et A2 respectivement (Figures 14, 15). 

    A des températures de 25 35 et 40°C des taux faibles de solubilisation ont été 

remarquée pour les deux isolats varie entre 495,429 µg/ml à 118,286 µg/ml de phosphore 

libre (Tableau 08) 

     Des résultats similaires ont été obtenus par Cherif (2014) qui rapportent que                

la solubilisation de phosphate tricalcique a été maximale à une température de 30°C. 

Sayer et Gadd (1998) ont montrés que la température de 28°C est l’optimale pour                          

la solubilisation du phosphate insoluble.  
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Figure 14 : Effet de la température sur la solubilisation du phosphate par l’isolat A1. 

 

    

 

Figure 15 : Effet de la température sur la solubilisation du phosphate par l’isolat A2. 
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2.2.3. L’effet de différentes valeurs de pH  

     La capacité des isolats à solubiliser le phosphate a été testée en faisant varier le pH 

initial du milieu de culture de 5, 6, 7 et 8.  

      Les résultats dans le tableau 09 et les figures 16 et 17 montrent que les quantités             

de phosphore libérées varient entre 196,857 µg/ml à 712,714 µg/ml  et les quantité les plus 

élevés ont été observées à pH 5 pour les deux isolats qui sont de 505,429 µg/ml et 712,714 

µg/ml  pour A1 et A2 respectivement suivi par le pH 6 par contre le pH 8 présente                         

des quantités de phosphate tricalcique solubilisées les plus faibles.  

Nahas, (1996) a montré que la solubilisation du phosphate insoluble dépend d’une 

multitude de facteurs, dont la diminution du pH est le facteur majeur. 

    Une corrélation négative entre les valeurs de pH et la solubilisation du phosphate a 

été observé chez les deux isolats. 
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Figure 16 : Effet de différentes valeurs de pH sur la solubilisation du phosphate par l’isolat 

A1. 

 

 

 

Figure 17 : Effet de différentes valeurs de pH sur la solubilisation du phosphate par l’isolat 

A2. 
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Conclusion 

       Ce travail se proposait sur l’optimisation de la solubilisation de phosphate par des 

rhizobactéries isolées d’un sol salin et de tester leur capacité à solubiliser le phosphore en 

étudiant les différents facteurs qui peuvent influencer sur la capacité des isolats sélectionnées 

à libérer les anions ortho-phosphates dans le milieu. 

      La capacité de solubilisation du phosphate inorganique insoluble à partir des deux 

isolats A1 et A2 sélectionnées a été testée qualitativement sur milieu solide et 

quantitativement en milieu liquide à raison d’optimisation le milieu et conditions de culture 

pour cette solubilisation. 

     Les isolats A1 et A2 ont produit une zone claire autour de leurs colonies, ce qui 

reflète une solubilisation de Ca3 (PO4). L’efficacité de solubilisation de phosphate la plus 

élevée est de 228,57 % qui a été observé chez l’isolat A2 par rapport à l’isolat A1 avec une 

efficacité de 216,66 %. 

      La capacité des isolats étudiés à solubiliser le phosphate inorganique a été testée en 

utilisant les quatre milieux liquides PVK et AYG et NBRIY et NBRIP. La comparaison des 

quantités de phosphore libérées dans  différents milieux de culture liquide  qui varient entre 

560,667 µg/ml et 651,619 µg/ml  a déterminé que la meilleure solubilisation est obtenue dans 

le milieu NBRIP pour les deux isolatA1 et A2.  

      La composition de milieu de culture influe considérablement sur l’efficacité de 

solubilisation de phosphate d’où on a pu déterminer la source de carbone et de l’azote 

approprié pour une meilleure solubilisation pour chaque isolat. Un maximum de taux de 

solubilisation chez les deux isolats a été observé en utilisant le glucose et le sulfate 

d’ammonium comme source de carbone et d’azote respectivement avec des quantités de 

phosphore libérées variant entre 603,531 µg/ml à 581,198 µg/ml et 578,286 µg/ml à 590,89 

µg/ml pour A1 et A2 respectivement. La température influe sur la croissance  et la libération 

des ions ortho phosphates dans le milieu dont la température de 30°C a été  considérée comme  

optimale pour la solubilisation de phosphate chez les deux isolats. La valeur de pH 5.0 de 

milieu a amené à une solubilisation maximale de phosphore inorganique par les souches 

utilisées et le 6 ème jour d’incubation a été considéré comme un temps optimal  pour la 

solubilisation chez les deux isolats A1 et A2. 
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En conclusion, pour augmenter la production agricole il faut l’amélioration de la fertilité 

du sol par introduire des souches performantes qui peuvent mené à mieux solubiliser les sels 

minéraux dans le sol , identifier génétiquement les souches performantes afin de créer une 

banque des souches solubilisant le phosphore BSP .Utiliser les souches manipulées 

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

ainsi qu’avoir des études expérimentales approfondies par leur inoculation in vivo pour 

déterminer leur efficacité dans l’amélioration de croissance de plantes en vue d’une 

application industrielle à grande échelle. 
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