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Résumé : 

Les bactéries promotrices de la croissance des plantes PGPR (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria), jouent un rôle très important pourla nutrition des plantes. Parmi ces rôles la 

solubilisation des minéraux présents dans les sols. 

Dans le présent travail nous avons fait une étude sur 20 souches bactériennes isolées à 

partir de la rhizosphère du blé dur (Triticum durum) pour leurs capacités à solubiliser le 

phosphate inorganique, dont la seule source est la roche phosphate.   

Les résultats montrent que les souches étudiées ont la capacité de solubiliser le 

phosphate et que cette efficacité est plus élevée chez les isolats A11, A25, A34, H6, H16, 

H32, et  elle est faible chez les souches A3, A26, B41, H10, H25, Ps « R ». 

 

Mots clefs : PGPR, Blé dur, solubilisation du phosphate, roche phosphate, rhizosphère. 

 

 

 



                                                                                                                                   Abstract    

 

 

Abstract: 

 Plant growth promoting bacteria PGPR play a very important role for plants nutrition. 

Among these roles the solubilization of minerals present in soils. 

In the present work, we made a study on 20 bacterial strains isolated from the 

rhizosphere of durum wheat (Triticum durum) for their ability to solubilize mineral phosphate, 

the only source of which is phosphate rock. 

The results demonstrate that the strains studied have the ability to solubilize phosphate 

and that this efficiency is higher in the isolates A11, A25, A34, H6, H16, H32, and low in 

strains A3, A26, B41, H10, H25, Ps”R”. 

 

Key words: PGPR, Durum wheat, phosphate solubilization, phosphate rock, rhizosphere. 
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 ملخص

  

بين هذه الأدوار إذابة المعادن الموجودة في التربة. النبات. مندورا مهما للغاية في تغذية   PGPR كتيريا المحفزة لنمو النبات تلعب الب  

 (Triticumdurum)   في العمل الحالي قمنا بدراسة على عشرين سلاسة بكتيرية معزولة من جذور القمح القاسي

الفوسفات المعدني الذي ومصدره الوحيد هو صخور الفوسفات.لقدرتها على إذابة   

في العزلات الكفاءة أعلىوان هذه  الفوسفات،أظهرت النتائج أن السلالات المدروسة لديها القدرة على إذابة   

.A11, A25, A34, H6, H16, H32 

.A3, A26, B41, H10, H25, Ps السلالات  وأنها منخفضة في  

. phosphate rock, rhizosphere, PGPR, Durum wheat, phosphate solubilization .الكلمات المفتاحية 
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Introduction 

 

 Les céréales constituent une part importante des ressources alimentaires de 

l’homme et de l’animal (karakas, 2011). Parmi ces céréales, le blé dur (Triticumdurum. 

Desf), qui compte parmi les espèces les plus anciennes et constitue une grande partie de 

l’alimentation de l’humanité avec une totalité de 95% pour la population mondiale 

(Greenway et Munns, 1980 ; Bonjean et Picard, 1990). 

 Il y a plus de 20  millions d’hectares de cultures de blé dur (Triticumdurum)  à 

travers le monde entier  pour  atteindre l’autosuffisance de la race humaine. L’Algérie se 

considère comme l’un des pays qui cherche à faire ce qu’on appelle « la sécurité alimentaire à 

travers la production et l’importation de cette récolte ». (Anonyme, 2000). 

Depuis longtemps les engrais sont utilisés par les agriculteurs dont l’objectif est de 

fournir des nutriments tels que l’azote, la potasse(K) et le phosphore(P) nécessaires pour le 

développement et la croissance des cultures végétales (Elhaissoufi, 2021). 

Actuellement, il existe de nouvelles méthodes d’amélioration des plantes parmi ces 

méthodes l’utilisation des technologies microbiennes sur le champ d’agriculture qui signifie 

l’utilisation des micro-organismes .Il y a des relations bénéfiques entre les plantes et les 

micro-organismes,l’homme a exploité ces interactions surtout dans le cycle d’amélioration de 

ses cultivars afin d’obtenir un bon rendement sans l’utilisation des substances chimiques tels 

que les engrais, qui exercent à leurs tour des conséquences peuvent être néfastes sur la santé 

humaines, l’environnement...(Compant, 2007).   

En effet, les microorganismes dissolvant le phosphore et améliorant la croissance des 

plantes constituent deux groupes, ceux qui vivent à l’état libre et ceux qui vivent en symbiose 

avec les plantes (Gerretsen, 1948 ;Frommel et al, 1991 ;Leggett et al, 2001). 

Parmi les micro-organismes des sols qui vivent en symbiose avecles plantes, les 

rhizobactéries connues sous le terme PGPR (Plant GrowthPromotingRhizobacteria), ce genre 

des bactéries vit dans le sol et porte l’effet de la promotion de la croissance de la plante 

(Kloepper, 1980).  

Ces PGPR favorisent la croissance des plantes grâce à des mécanismes biologiques 

tels que : la fixation de l’azote, la production des phytohormones, la synthèse des 

antibiotiques, la diminution du stress environnemental dans le sol (Fuentes et al, 2005). 
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Notre travail consiste à faireune caractérisation de 20 souches bactériennes isolées à 

partir de la rhizosphère du blé dur afin d’étudier leurs capacités à solubiliser l’un des 

nutriments les plus intéressants à la croissance des plantes le phosphate(P).  
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I. Revue bibliographique: 

I.1 Le blé: 

I.1.1 Description de l’espèce: 

Le blé dur est une plante herbacéeannuelledes climats chauds appartenant au groupe des 

céréales à paille, il caractérisé par ses grains très dur, nus et translucide (Aknouche et 

Laib, 2017).   

               

                         Figure01. Le blé dur (Beaudoin, 2021) 

  

I.1.2 Historique et origine du blé: 

Le blé est une espèce connue depuis l’antiquité, il est considéré comme étant la première 

source d’alimentation des populations du globe (Yves et Buyer, 2000). 

 La découverte du blé remonte à 15000 ans avant Jésus-Christ dans la région du croissant 

fertile. 

 Origine géographique: 

 Selon Vavilové in Erroux (1961), il y a deux centres d’origine de blé dur : le centre 

générateur est le moyen orient où il s’est différencié dans trois régions : le bassin occidental 

de la méditerranée, le sud de la Russie et le Proche Orient (Syrie et nord de la Palestine), et le 

centre secondaire est l’Afrique du nord (chikhi, 1992). 

 Origine génétique: 

Les savants Riley et Chapman ont démontré que l’origine du blé dur remonte à 

l’hybridation du génome de deux espèces entre Triticumdiploïde (génome A) Tr.beoticumou 

Tr. Monococcum, et l’Egilops speltoides (génome B). 
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I.1.3 Classification botanique: 

Le blé dur appartient à la famille des graminées (Gramineae = Poaceae), qui comprend 

plus de 10000espèces différentes (Mac Key, 2005), plusieurs espèces différentes sont 

regroupées dans le genre Triticum qui est un exemple classique de blé. Selon Bonjean et 

Picard, 1990 le blé dur est obéit à la classification suivante : 

Tableau01 : Classification botanique du blé dur Triticum Durum Desf (lounes, 2010). 

 

I.1.4 Intérêt du blé dur: 

Le blé occupe le troisième rang des céréales cultivées dans le monde, il considéré 

comme la première source d’alimentation humaine, car il fournit plus de 60% des calories et 

des protéines, le blé dur utilisé principalement pour la fabrication des pâtes alimentaires et des 

semoules. L’utilisation du blé est très puissante surtout dans le domaine industriel y compris 

la production des semences (Charles, 2010). 

                                                  Classification botanique  

Embranchement Spermaphytes  

Sous embranchement Angiospermes  

Classe  Monocotylédones  

Ordre  Poales 

Famille  Poaceaes ou graminaceaes 

Sous famille  Festucoides 

Genre  Triticum 

Espèce  Triticum durum Desf 
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I.2 Association plante micro-organisme dans la rhizosphère: 

I.2.1 Rhizosphère: 

Le terme rhizosphère se divise en deux mots « rhiza» vient du grec qui signifie la 

racine, et du mot latin «sfaira » signifiant ballon ou globe qui désigne le cycle d’influence 

(Balzergue, 2012). 

 

La rhizosphère est un terme qui a été décrit en 1904par l’agronome et le 

microbiologiste allemand Hiltner Lorentz après observé une  région du sol proche à des 

racines de plantes riche en éléments nutritifs libérés par les racines sous forme des exsudats  

racinaires.    

 Au sein de cette région il y a une grande diversité des micro-organismes au niveau du 

sol appelé la microflore du sol ; regroupe les champignons, les virus, les bactéries, les 

algues… (Alexander, 1991 ; Glick, 2014). Certains groupes de la microflore du sol sont 

pathogènes tandis que des autres sont bénéfiques pour plantes. 

 

Figure02. Schéma représentatif d’une coupe de la rhizosphère (Stengel et Gelin, 1998). 

 

I.2.2 Rhizobactéries ou les bactéries Rhizosphériques: 

Parmi la microflore du sol, les bactéries sont les plus abondantes pouvant aller jusqu’à 

1011 bactéries par gamme de racine (Egamberdieva et al, 2008 ; Berendsen et al, 2012).entre 

2 à 5% des bactéries associées avec les racines appelées les rhizobactéries qui sont importants 

pour le développement et la croissance des plantes (Antoun et Kloepper, 2001). 
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La nature de l’activité, le nombre et la composition de ces rhizobactéries dépendent les 

substances sécrétées par les racines (les exsudats racinaires)(Bais et al, 2006). 

I.2.3 Rhizobactéries stimulatrices de la croissance végétale (RFCP ou PGPR): 

Le terme PGPR a été introduit pour la première fois par les deux savants 

Kloepper et Schroth à la fin des années 1970, après avoir trouvé l’effet d’amélioration des 

souches de Pseudomonas fluorescentes en rendement des cultures de pommes de terre par la 

production de sidérophores (Garcia et al, 2003).  

Les PGPR sont groupe particulier des bactéries non pathogènes connus sous le 

nom(RFCP) ou (PGPR pour « Plant Growth Promoting Rhizobacteria ») (Kloepper et 

Schroth, 1978). 

Elles colonisent efficacement la rhizosphère en association avec les racines,elles 

peuvent avoir un effet positif, négatif ou neutre sur la croissance des plantes selon leurs 

établissements dans cette zone. Le bienfait de ces rhizobactéries est la stimulation de la 

croissance et la protection des plantes contre les agents pathogènes (Suslow, 1982 ; Weller, 

1988). En effet, ces PGPR permettent aussi de fournir des bénéfices pour la zone 

rhizosphérique car elles ont la capacité d’entrer dans des différents interactions avec les autres 

microorganismes tels que les compétitions, le mutualisme... 

. On distingue deux groupes : les PGPR phytostimulatrices et les PGPR 

phytoprotectrices (Malek, 2015). 

Il existe des genres dans ce groupe de rhizobactéries Tels que : les Pseudomonas non 

pathogènes, Bacillus, Azospirillum et Alcaligenes… 

I.2.4 Diversité taxonomique des PGPR: 

Dans les dernières années, le nombre des PGPR a  augmentées car les modes d’action 

de ces bactéries ont été suffisamment étudié et que la rhizosphère à une importance dans le 

déroulement de la biosphère.  

 Ces PGPR appartiennent aux quatre phyla :Proteobacteries, Firmicutes, 

Actinobacteries et Bacteroidetes (Hugenholtz, 2002).  

I .2.4.1. Les proteobacteria: 

Il existe quatre classes : 
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A. Alphaproteobacteria: 

Les souches rhizobia appartenant de cette classe peuvent prendre le 

comportement des PGPR à cause de leurs capacité à solubiliser les nutriments 

insoluble tels que l’azote et leurs capacité à noduler les racines des plantes quand elles 

occupent la zone de la rhizosphère en association avec les racines des plantes non 

légumineuses (Sawada et al, 2003). 

B. Betaproteobacteria: 

Cette classe comprenant la famille Burkholderiaceae qui comporte diverses espèces 

qui peuvent être isolées à partir de la rhizosphère. Quelques bactéries de cette famille 

ayant la capacité de fixer l’azote (Moulin et al, 2001). 

C. Gammaproteobacteria: 

C’est la classe la plus importante et nombreuse, qui comprenne une diversité des 

micro-organismes ayant des propriétés physiologique et écologique. Cette classe 

comprenant la famille des Pseudomonaceae comprend le genre Azotobacter et le 

genre Pseudomonas, ces genres composé des bactéries promotrices de la croissance 

des végétaux (Sturz et Christie, 2003). 

I .2.4.2.Firmicutes: 

Ce sont des bactéries telluriques à Gram + et à Gram -, parmi ces bactéries il y a un 

type à Gram + plus abondants dans la rhizosphère avec un pourcentage de 95% est les 

Bacillus (Probanza et al) utilisées comme agent de lutte biologique et capable de produire 

des phytohormones et de solubiliser les minéraux (Nagórska et al). 

 

I .2.4.3. Actinorhizobacteria: 

Actinobacteries sont des promoteurs de croissance des plantes mais ne participent pas à la 

symbiose (Gray et Smith, 2005). 

I.2.5 Modes d’actions des PGPR: 

Les PGPR agissent sur la croissance des plantes et le maintien de la santé des sols via deux 

types différents de modes d’action (Glick, 1995) : 

- Un mode direct qui peut  influencer directement la nutrition et le métabolisme de la 

plante en l’absence de pathogènes. 

- Un mode indirect qui peut stimuler là fabrication des molécules l’extérieur de la plante 

en présence de pathogènes. 
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I.2.5.1 Mode direct: 

 L’impact direct des PGPR sur la croissance des plantes par les mécanismes de bio 

fertilisation (nutrition de la plante par la fixation d’azote atmosphérique et solubilisation des 

phosphates…), et de bio stimulation c'est-à-dire la sécrétion ou plus précisément la production 

des hormones de croissances telles que l'IAA, les gibbérellines, les cytokinines, et ACC 

désaminase (Glick et al, 1999).  

I.2.5.1.1 La bio-fertilisation: 

 Fixation biologique de l’azote:  

Le diazote atmosphérique (N2)est la forme la plus abondante d’un élément 

indispensable pour la vie des végétaux ; lorsque il ya une diminution de l’azote ça conduit à 

une perte sur les rendements des cultures et ça contribue aussi à faire des pollutions dans 

l’environnement due au l’utilisation d'engrais chimiques chers ce qui augmente le cout de 

production. Alors qu’il est préférable d’utiliser des bio-engrais en alternatives des engrais tels 

que les bactéries fixatrices d’azote (Figueiredo et al, 2008). 

Le principe de fixation d’azote baser sur la fixation de cet élément par la symbiose 

PGPR/ plante ; car ces rhizobactéries à leurs tour fait une conversion de diazote en une forme 

assimilable par la plante est l’ammoniaque NH4
+ via l’enzyme nitrogénase réductase 

(Delamotte, 2018).  

 Solubilisation du phosphate inorganique: 

En plus de l’azote, il existe un autre nutriment nécessaire, vital qui permet d’assurer la 

croissance et le développement des plantes est le phosphore (P), mais le problème c’est que ils 

n’existent pas une source biologiquement disponible d’une phosphore soluble même si dans 

les sols riches, puisque la plupart du phosphore est trouvé sous des formes insolubles (Ezawa 

et al, 2008). 

Pour résoudre ce problème les chercheurs ont trouvent que la dissolution des 

phosphates liée à l’activité des bactéries qui colonisent la rhizosphère tels que les PGPR 

appelant les bactéries solubilisant le phosphate PSB (Phosphate Solubilizing Bacteria) ont la 

capacité de solubilisées le phosphore en convertissant les formes insolubles en formes 

solubles via des différents mécanismes (Illmer and Schinner, 1995).  

Le mécanisme le plus utilisé est la production d’acides organiques telles que les acides 

glycolique, oxalique, malonique…qui diminuent le taux de pH de la rhizosphère qui conduit à 

une désagrégation des liaisons dans les sources des phosphores insolubles contenant dans les 

sols comme le Ca 3(PO4 )2(Afzal et Bano, 2009). 
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Figure03. Mécanismes de  lasolubilisation du phosphate par les bactéries PSB (khan et al, 

2009). 

I.2.5.2  La bio-stimulation : 

 La production des phytohormones ou hormones de croissances : 

Les hormones de croissance, phytohormones ou les régulateurs de croissance sont des 

substances naturelles présentes dans les végétaux, ils fonts partie des métabolites secondaires 

qui produisent en faibles doses et qui coordonner les événements de croissances des plantes.    

Les PGPR produire plusieurs types des phytohormones (Yang et Crowley, 2000).  

- Auxines AIA (acide indole acétique) : 

L’acide indole acétique (AIA) est un groupe important avec un fonctionnement d’un 

stimulateur de la croissance et le développement des plantes (Ryu et Patten, 2008). 

Cette hormone produire par les PGPR sous forme de métabolite secondaire qui favorise la 

survie des rhizobactéries et le développement des plantes surtout dans le cas d’une application 

direct au niveau des racines (Narula et al, 2006). La production de l’AIA par les PGPR se fait 

à l’aide des exsudats racinaires (Spaepen et al, 2011).  
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- production de l’éthylène et ACC (Aminocyclopropane-1-carboxylic acide) 

désaminase : 

L’ACC désaminase est une enzyme qui se trouve chez les micro-organismes du sol, et ne 

trouve pas dans les plantes sauf les plantes transgéniques. 

L’implication de l’éthylène est l’un des mécanismes les plus importants qui a été suggéré pour 

la promotion de la croissance des plantes (Burdman et al, 2000).  

L’éthylène est une hormone gazeuse produite par tous les végétaux, elle jouer un rôle très 

important dans la régulation des procédures physiologiques liées à la maturation et la 

sénescence des plantes y compris la différenciation des tissus. la formation des racines 

(Frankenberger et Arshad, 1995). Tandis que, l’éthylène a un effet négatif sur les étapes 

physiologiques des plantes ; lorsqu’elle augmente, la chlorophylle absorbée ce qui entraine sa 

perte accompagner avec une dégradation puis une perte des ARN et protéines ce qui conduit à 

la perte de la pigmentation (Oldroyd et al, 2001; VanLoon et al, 2006). 

Certaines souches PGPR possédant l’enzyme ACC désaminase qui pourrait cliver l’ACC. Son 

activité est aidée à la régulation de l’éthylène par la voie de la méthionine (Danish et al, 

2020). Plus précisément l’ACC désaminase réduit le taux de l’éthylène en le séparant en acide 

alpha- cétobutrique et en ammoniac (Hontzeas et al, 2004). 

- Les cytokinine: 

Les cytokinines sont de type aminopurinesN6-substituées qui interagissent surtout dans le 

contrôle des processus physiologiques et de développement des plantes y compris le maintien 

et la régulation des divisions cellulaires la croissance racinaires (Leibfried et al, 2005). 

- Les gibbérellines: 

La production de cette phytohormone est très rare par les PGPR sauf il ya deux espèces 

Bacillus pumilus et Bacillus licheniformis qui peuvent être isolé à partir de la rhizosphère 

(Chaitanya et Meenu, 2015). 

Cette capacité de production a été décrite initialement chez A.brasilense et rhizobium (Tien et 

al, 1979 ; williams et Sicard de mallorca, 1982).puis d’autres genres bactériens tels que 

pseudomonas,Azobacter,Bacillus…(Mitter et al, 2002). 
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I.2.5.2Mode indirect: 

Les rhizobactéries sont capables d’influencer d’une manière bénéfique le développement et la 

croissance des plantes via : 

I.2.5.2.1 Le bio-contrôle: 

 La production des sidérophores: 

 Le fer est un oligoélément très important pour les organismes vivants, il n’est pas bio-

disponible avec des quantités suffisantes et il est toxique dans sa forme libre. Donc pour 

acquise du fer en situation de carence il existe une stratégie qui comprend la production des 

molécules à faible masse moléculaire entre (400 à 1500 dalton) appelées les sidérophores 

ayant élevé affinitée pour le fer (Fe3+) qui considéra comme une source de fer (Kloepper et 

al, 1980).  

Les PGPR parmi les micro-organismes qui connues pour leur capacité à produire des 

sidérophores dans les milieux (Kirdi et Zermane, 2010). 

 Production des antibiotiques: 

Les antibiotiques ce sont des facteurs nécessaires qui déterminent la vie des plantes dans la 

rhizosphère. Leurs production par les PGPR est un critère de performance pour le 

développement et la croissance des plantes (Kirdi et Zermane, 2010). 
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II. Matériel et Méthodes: 

II.1 Matériel biologique: 

Le matériel biologique sur lequel nous avons travaillé est constitué de 19 souches 

bactériennes isolées à partir de la rhizosphère du blé dur (Tricticumdurum).Parmi les 

souches une souche Pseudomonas aereginosa avec le numéro de référence ATCCO 

9027TM. Elles font partie d’une collection de bactéries caractérisées pour leurs propriétés 

PGPR dans le cadre d’un projet de doctorat préparé au niveau du laboratoire Génétique, 

Biochimie et Biotechnologie Végétale (GBBV) à ChaabatErsass, Université Frères 

Mentouri Constantine 1. 

Les différentes souches utilisées sont: A3, A11, A21, A25 ,A26, A34, A36, B1, B7, B12, 

B18, B21, B41, H1, H6, H10, H16, H25, H32, PS « R ». 

II.2 Méthodes: 

II.2.1 Préparation des cultures bactériennes: 

II.2.1.1 Préparation des cultures bactériennes sur milieu solide: 

A partir des stocks bactériens conservés à -80 °C, une culture sur milieu gélose King 

B (Annexe A) a été préparé pour chaque souche étudiée. 

L’ensemencement est réalisé dans des conditions stériles par la technique des stries par 

épuisement sur la pente de la boite de pétri avec l’utilisation d'une anse de platine stérile.  

Cette méthode permet d'obtenir des colonies bactériennes séparées. 

Les boites obtenues doivent se fermées et incubées dans une étuve à 28°C pendant 

48h. 

II.2.1.2 Préparation des cultures bactériennes sur milieu Liquide: 

 Une colonie est prélevée  à partir de la boite pétri et puis ensemencé dans les tubes à essais 

contenant 5 ml du milieu King B sans agar.      

II.2.2 Coloration différentielle de Gram et caractérisation morphologique: 

A. Coloration de Gram: 

La coloration de Gram est un test différentiel qui permet de faire la distinction entre 

deux grands groupes bactériens : les bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif. 

Le test a été réalisé selon la méthode décrite par Denis, 2007(voir Annexe C). 
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B. Caractérisation morphologique : 

 Observation microscopique: 

L’observation des échantillons a été faite à l’aide d’un microscope optique à fort 

grossissement 100 (objectif à immersion), en présence d’une goutte d’huile de paraffine sur la 

lame du frottis préparés. 

II.2.3 Test de solubilisation du phosphate: 

 C’est un test qui permet de faire une évaluation de la capacité des souches 

bactériennes isolées à partir de la rhizosphère à solubiliser le phosphate. En effet Il y a des 

micro-organismes qui ne peuvent pas  produire le halo de solubilisation du phosphate sur le 

milieu solide par contre peut solubiliser le phosphore en milieu liquide. Alors  nous avons 

testées la solubilisation du phosphate minérale selon deux méthodes (milieu solide et liquide). 

La méthode utilisée est celle décrite par (Picovskaya, 1948), Qui consiste à utiliser un 

milieu de culture contenant du phosphate tricalcique ou bien la roche phosphate qui sont des 

formes insolubles. 

Dans notre travail nous avons utilisé de la roche phosphate issue du gisement de Djbel 

El Onk (TEBESSA, ALGERIE). La composition chimique de la roche phosphate utilisée est 

la suivante : 

Tableau 02 : Composition chimique de phosphate de Djebel Onk (Battou et Boualili, 2015). 

 

Composant chimique  Formule chimique  

Pentoxyde de phosphore P2O5 

Oxyde de calcium  CaO 

Oxyde de magnésium MgO 

Dioxyde de carbone CO2 

Fluore F 

L’eau H2O 

Trioxyde de soufre SO3 

Autres Cd, Pb, Cu, Zn (ppm) 
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                                           Figure04. La roche phosphate 

II.2.3.1 Mesure de la solubilisation du phosphate sur milieu PKV Solide: 

La solubilisation du phosphate inorganique a été testé sur le milieu de culture 

Pikovskaya agar (PVK) contenant une seule source de phosphate est La roche phosphate pour 

développer une zone claire dans ce milieu (Annexe B) (Pikovskaya, 1948). Puis chaque 

bactérie est ensemencée en strie dans une boite de pétri contenant ce milieu PVK agar. 

Après préparation du milieu de culture, l’ensemencement a été effectué à l’aide d’une 

anse de platine en déposant l’inoculum au centre de la boite de Pétri. 

Les boites de Pétri ont été mise en culture à 28C° pendant 15jours.  

                   

           Figure05. Boites de pétri des différentes souches bactériennes isolé de la rhizosphère 

de blé dur 

II.2.3.1.1 Mesure de zone de solubilisation: 

Pour la mesure de la surface du halo de solubilisation, nous avons utilisé le logiciel ImageJ 

qui est une application libre d’accès. 

L’efficacité de solubilisation peut être calculée selon la formule ci-dessous (Nguyen et al, 

1992).  
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 Image J : 

 

 Image J: 

Imaj J est un logiciel a été développer pour analyser et étudier les images et les vidéos, 

afin d’effectuer des mesures physiques. Cet outil est fonctionne très bien sur la plateforme 

Windows (Bico J et al, 2019). 

II.2.4.2 Mesure de la solubilisation du phosphate sur milieu PKV liquide: 

Pour chaque souche étudiée, 50 ml de milieu PKV liquide ont été préparés avec une 

concentration de 0,5 % en poudre de roche phosphate. 

Les milieux de culture ont été ensemencés par 200 μl de culture bactérienne liquide 

fraiche. Puis les cultures ont été mises sous agitation à 28°C pendant 14 jours.  

Après 14 jours de culture, le pH du milieu a été mesuré afin d’estimer le degré 

d’acidification. 

Les mesures du taux de phosphate soluble dans le milieu ont été effectuées selon la méthode 

phosphomolybdate à l’aide d’un automate Cobas Pro(1). 

               

   Figure06. Dispositif expérimentale pour l’étude de la solubilisation du phosphate sur milieu 

liquide  

L’efficacité de la solubilisation % = (surface du halo / surface de colonie) × 100 
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III. Résultats et discussion: 

III.1 Coloration du Gram et caractérisation morphologique:  

A. Coloration de Gram: 

L’observation microscopique des colonies bactériennes après la coloration de Gram à 

révélée que la majorité des souches étudiées sont des bâtonnets Gram négatif avec une 

couleur rose après la décoloration avec l’éthanol puis la recoloration avec la fuchsine, tandis 

que les bactéries Gram positif reste violette bien  avec cette double coloration. 

                           é      

Figure07.  Observation microscopique des bactéries après la coloration de Gram (x1000). 

 

B. Caractérisation morphologique: 

Tableau03. Caractères morphologiques des espèces bactériennes isolées à partir de 

rhizosphère de blé dur (Triticumdurum). 

Isolats Forme des colonies Couleurs des colonies Réaction de gram 

A3 Bâtonnet long        Rose                     - 

A11 Bâtonnet court       Rose                     - 

A21 Bâtonnet court       Rose                     - 

A25 Bâtonnet court       Rose                     - 

A26 Bâtonnet court       Rose                     - 

A34 Bâtonnet long       Rose                     - 

A36 Bâtonnet court       Rose                     - 

B1 Bâtonnet court       Rose                      - 

B7 Bâtonnet court        Rose                     - 

B12 Bâtonnet court       Rose                     - 

B18 Bâtonnet court       Rose                     - 
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B21 Bâtonnet court       Rose                     - 

B41 Bâtonnet court       Rose                     - 

H1 Bâtonnet court        Rose                     - 

H6 Bâtonnet court        Rose                      - 

H10 Bâtonnet court       Rose                     - 

H16 Bâtonnet court       Rose                     - 

H25 Bâtonnet long       Rose                     - 

H32 Bâtonnet long       Rose                     - 

PSR Bâtonnet long       Rose                     - 
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III.2 Mesure de la solubilisation du phosphate sur milieu PKV solide: 

 

 

 

 

Figure08.Test qualitatif d’analyse de phosphate à solubilisé sur le milieu PKV solide  
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III.2.1 Mesure de la zone de la solubilisation: 

 Image J: 

Les résultats obtenus à partir logiciel Image J sont les suivantes : 

Tableau04. Mesure de la surface des halos et des colonies bactériennes étudiées sur 

milieu PKV solide. 

Les isolats La surface de la colonie (mm) La surface du halo (mm) 

A3 5,979 5,979 

A11 9,965 0,292 

A16 1,993 1,993 

A21 3,986 3,986 

A25 3,986 3,522 

A26 1,993 1,993 

A34 1,993 1,993 

A36 1,923 1,923 

B1 1,993 1,993  

B7 1,993 0,173 

B12 4,982 4,982 

B18 2,989 2,989 

B21 3,189 3,189 

B41 1,395 1,395 

H1 1,993 0,650 

H6 5,975 4,186 

H10 1,993 1,993 

H16 9,965 9,965 

H25 1,993 1,933 

H32 1,993 2,969 

PS « R » 1,923 1,923 
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          Figure09. L’efficacité de solubilisation du phosphate sur milieu PKV solide 

Un test qualitatif s’est  sur un ensemble de 20 souches bactériennes qui ont été capable à 

solubiliser la roche phosphate sur milieu PKV solide. 

L’estimation de l’efficacité de la solubilisation du phosphate par les bactéries est basée 

sur la mesure de la surface du halo de solubilisation (Meek et al, 2001). 

La solubilisation du phosphate minérale par les bactéries en culture solide provoque une 

acidification du milieu, qui se traduit par la formation d’une zone claire autour de la colonie 

Ces zones claires appelées des halos qui sont due à la production des acides organiques dans 

le milieu (Figure09) (Asea et al, 1988 ; Halvorson et al, 1990). 

 

Les résultats obtenus montrent que la capacité de solubiliser le phosphate minérale chez les 

souches étudiées varie entre 1% et 261,80%. La meilleur performance est observée chez la 

souche H6 (261,81%). les résultats montrent aussi que les souches A25 et H32 ont une bonne 

capacité à solubilisée le phosphate178, 85 % et 164,11% respectivement. 

D’autre part, on a observées une faible efficacité de 1% chez les souches A3,  A21, A26, A36, 

B1, B12, B18, B41, H10, H16, H25, Ps « R ». 
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III.3 Mesure de la solubilisation du phosphate sur milieu PKV liquide : 

A. Acidification du milieu : 

Les résultats détaillez obtenus pour les différentes souches étudiées sont résumés 

dans le tableau suivant : 

      Tableau 05.Taux de pH initiales et de pH après la solubilisation du phosphate sur milieu 

PKV liquide. 

 

Les isolats pH initiale Ph après la solubilisation 

A3 7,2 7,2 

A11 7,2 4,60 

A21 7,2 4,53 

A25 7,2 6,10 

A26 7,2 8,61 

A34 7,2 4,81 

A36 7,2 7,42 

B1 7,2 7,00 

B7 7,2 5,76 

B12 7,2 5,10 

B18 7,2 7,2 

B21 7,2 6,86 

B41 7,2 8,71 

H1 7,2 6,74 

H6 7,2 6,84 

H10 7,2 9,10  

H16 7,2 4,77 

H25 7,2 7,17 

H32 7,2 6,45 

PSR 7,2 6,17 

T1 7,2 7,2 

T2 7,2 7,2 
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L’acidification du milieu est un phénomène qui accompagne la dégradation du 

phosphate par les bactéries. 

 

La variation du pH dans la rhizosphère à une relation avec la disponibilité des formes 

inorganiques du phosphate qui est présenté sous forme des apatites.  

L’acidification est un indicateur sur la capacité à solubiliser le phosphate minérale, car 

si il ya une acidification la solubilisation augmente et l’apatite se transforme en 

orthophosphate (Hinsinger, 2001).  

En effet, les microorganismes au niveau des racines des plantes produisent des acides 

organiques et relâchent des protons quia ont à leurs tour convertir le phosphate insoluble en 

soluble sous forme orthophosphate Pi (H2PO4ou HPO4) qui sont les formes absorbant par les 

plantes (Mackey et paytan, 2009). 

Phosphate résultant de l’acidification de la roche phosphatée 

(réaction)(Pereira.,2003). 

 

Ca10 (PO4)6F2+7H2SO4+17H2O 3Ca (H2PO4)2.H2O+7CaSO4.2H2O+2HF 

 

(Apatite)                                                (Orthophosphate= phosphate mono calcique) 

 

 

Après 14 jours d’incubation, la mesure de pH dans les différentes cultures bactériennes 

étudiée à montré que ce paramètre varie d’une souche à l’autre, ainsi que les valeurs 

enregistrées varient entre 9,10 et 4,53. 

L’acidification la plus importante a été observée chez A11, A21, A34 et H16. 

Les souches B12, B7, A25, Ps, H32, H1, H6, B21 ont présentées des valeurs de 5,10 ; 

5,76 ; 6,10 ; 6,17 ; 6,45 ; 6,76 ; 6,84 ; 6,86. respectivement. 

Chez les souches A36, H25, A3, B18 le taux de pH reste neutre c'est-à-dire il n’y a 

aucune acidification.  

Les souches A26, B41, H10 présente une acidification nulle. 

Ces résultats montrent que les souches A11, A21, A34 et H16 semblent avoir un bon 

pouvoir de solubilisation du phosphate. 

Cette supposition sera vérifiée par le test suivant qui est le dosage du phosphate 

soluble dans le milieu. 
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B. Solubilisation du phosphate: 

Les résultats obtenus sont les suivantes : 

 

 

Figure10. Solubilisation de la roche phosphate par les souches étudiées sur milieu 

PKV liquide  

 

Le  test quantitatif permet de tester le pouvoir de différentes isolats bactériens étudiés 

à solubiliser le phosphore soluble dans le milieu pikovskaya liquide.  

 

Les résultats présentés dans l’histogramme (Figure 10) ci-dessus, montrent que la 

solubilisation du phosphate est très variable d’une souche à une autre. La quantité du 

phosphore à solubiliser varie entre 0,006mg/L et 48,9mg/L. 

Les souches A11 et H16 présentent un bon pouvoir de solubilisation de la roche 

phosphate 48,9 mg/L et 45,3mg/L. 

Les souches H25, B41, A26, H10, A3, Ps présentent la plus faible solubilisation avec 

les valeurs suivantes 0,006, 0,31, 0,042, 1,76, 0,82 et 0,76 respectivement.  

 

Selon (Nahas.,1996) la solubilisation du phosphate insoluble dépend de plusieurs 

Facteurs nécessaires, y compris le pH comme un facteur essentiel dans la solubilisation du 

phosphate c'est-à-dire une diminution du pH sera accompagnées par l’augmentation du taux 

de solubilisation. Ces résultats sont cohérents 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) .  
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Conclusion et perspectives: 

La présente étude a porté sur le rôle des bactéries promotrices de la croissance des 

plantes (PGPR), qui sont phytobénifiques ; en utilisant les exsudats racinaires comme des 

substrats nutritifs pour agir sur l’amélioration et la stimulation de la croissance et le 

développement des plantes.  

Durant ce travail, nous avons testé la capacité de vingt souches bactériennes déjà 

isolées à partir de la rhizosphère du blé dur, à solubiliser le phosphate inorganique contenu 

dans la roche phosphate. Qui montrent que le pouvoir de solubilisation varie d’une souche à 

un autre. 

L’étude morphologique des souches utilisées montrent que elles appartiennent toutes 

au groupe taxonomique des Gracilicutes (bactérie à Gram négative -), et qui présentée une 

morphologie qui varient entre le bâtonnet court à long. 

Le premier test réalisé est un test qualitatif qui nous a permis d’avoir une estimation 

globale sur ce caractère chez les différentes souches étudiées.  

Dans un deuxième temps, nous avons effectué un test quantitative sur milieu PKV 

liquide. 

Les résultats obtenus montrent que les souches A11, A25, A34, H6, H16, H32, ont un 

bon pouvoir de solubilisation du phosphate inorganique. Alors que ces souches sont très 

intéressantes et peuvent être utilisées en agricultures et en biotechnologie surtout dans les 

processus d’amélioration des plantes. Et que cette étude pourra être complétée par : 

- Identification plus performantes de ces souches (16 s)bactériens  

- Réaliser des testes sur le blé dur. 
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Annexe A .Milieu Gélose King B (King et al., 1954) 

Avec pH 7.2 ± 0.2 à 25°C  

L’élément Quantité 

Peptone 20g 

Glycérol 10,0 ml 

Phosphate dipotassique KH2PO4 1,5g 

Sulfate de magnésium MGSO4 1,5g 

Agar  12g 

Eau distillée 1000ml 
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Annexe B. Milieu Pikovskaya Agar (compositions par litre) (Yu et al., 2019) 

Avec pH    7.2 ± 0.2 à 25°C  

L’élément Quantité  

Extrait de levure 0,50g 

Glucose 10g 

La roche phosphate 5g 

Sulfate d’ammonium 0,20g 

Chloride de potassium 0,10g 

Sulfate de magnésium ou manganèse 0,002g 

Sulfate de fer 0,002g 

Agar  15g 
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   Annexe C. Coloration du Gram (Baldent., 1997). 

 Coloration par violet de Gentiane par recouvrir totalement la lame. 

 Laisser agir pendant 1minute. 

 Le mordançage par l’ajout de la solution de Lugol sur lame pendant 1 minute après 

l’élimination du violet de Gentiane. 

 Décoloration à l’alcool tenu verticalement sur le frottis jusqu'à ce que l’alcool s’écoule 

non teinté. 

 Rincer aussi tôt à l’eau. 

 Recoloration par la fuchsine : verser quelques gouttes de fuchsine à chaque extrémité 

du frottis pour éviter les risques de dépôts de coloration trop intense. 

 Laisser agir pendant 1min. 

 Rinçage avec l’eau et puis séchage avec deux feuilles ou à la chaleur de bec bensen. 

 

Les bactéries à Gram négatif perdent leur coloration après le rinçage avec l’éthanol et 

prennent la couleur rose après la coloration avec la fuchsine à cause de leur couche mince de 

peptidoglycane. Tandis que les bactéries à Gram positif restent violettes même après la 

coloration avec la fuchsine à cause de leur peptidoglycane épais qui empêche la pénétration 

de l’alcool.  
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Intitulé : Etude de la solubilisation du phosphate par des bactéries isolé de la rhizosphère du blé dur 

 

Les bactéries promotrice de la croissance des plantes PGPR (Plant GrowthPromotingRhizobacteria), jouent un rôle 

très important pour la nutrition des plantes. Parmi ces rôles la solubilisation des minéraux présents dans les sols. 

Dans le présent travail nous avons faire une étude sur 20 souches bactériennes isolées à partir de la rhizosphère du 

blé dur pour leurs capacité à solubiliser le phosphate minérale, dont la seule source est la roche phosphate.   

Les résultats montrent que les souches étudiées ont la capacité de solubiliser le phosphate et que cette efficacité est 

plus élevée chez l’isolat A11, A25, A34, H6, H16, H32, et que elle est faible chez les souches A3, A26, B41, H10, 

H25, Ps « R ». 

Mots clefs : PGPR, Blé dur, solubilisation du phosphate 

  Mots –clefs : PGPR, Rhizobactéries, PKV, roche phosphate 
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