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Face to the problem of soil infertility that concern Cameroonian agriculture, the use of
phosphate solubilizing microorganisms is an agronomic alternative, economic and
environmentally friendly. Microorganisms were tested in plates and in shaking cultures to
assess their ability to solubilize rock phosphates from different origins. They were subsequently
tested in greenhouse to evaluate their ability to promote the soybeans growth. The results on
plates showed that six strains variously solubilized rock phosphates from Algeria, Cameroon,
Mali, Morocco and Mexico with index of solubilization (1S) of 2.46 for Galactomyces sp.; 2.34
for Plantibacter sp., 1.99 for Sphingobacterium sp., 1.35 for Enterobacter sp.2, 1.21 for
Enterobacter sp.144 and 0.54 for Bacillus sp.. In shaking cultures, they were also able to
mobilize variable amounts of phosphorus from rocks, with concentration of 405.47 mg/L,
392.19 mg/L, 329 mg/L, 323.46 mg/L, 260.19 mg/L and 216.56 mg/L respectively for
Enterobacter sp.2, Sphingobacterium sp., Enterobacter sp.144, Galactomyces sp.31F,
Plantibacter sp., and Bacillus sp..Among the inoculated treatments, the AB (Enterobacter sp.2-
Enterobacter sp.144) consortium shows the highest total dry mass (3.28g) compared to the
negative control. The results of the different tests suggest that those strains can be an important

tool to improve the agricultural production of soybean.

Keys words: Microorganisms, Rock phosphate, Solubilization index, solubilization,
Consortium
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L’agriculture est pratiquée sur le tiers des terres émergées et emploie prés de 43% de la
population mondiale (FAO stat. 2012). L’agriculture est une source de revenu pour de
nombreuses populations dans le monde et particuliérement celles de 1’ Afrique subsaharienne
(Losh, 2012). Le secteur agricole occupe prés de 60% de la population active et est
indispensable a la reduction de la pauvreté et a la sécurité alimentaire (FAO 2009). La faible
productivité agricole en Afrique subsaharienne est due en grande partie a la perte de la fertilité
du sol (Sanchez 2002) et dont les conséquences aux plans nutritionnel et économique sont
nombreuses. Entre 1993 et 1995, le taux annuel d’appauvrissement des sols en nutriments avait
été estime a plus de 60 kg/ha dans plusieurs pays y compris le Cameroun (Bumb et Gregory
2006), ce qui correspond a une perte annuelle d’environ 4 milliards de dollar d’engrais (Inter
Academy Council 2004).

Le phosphore est un élément énergétique, il intervient dans le métabolisme des glucides,
des lipides et des protides. Il est prélevé par les racines sous forme d'ions dissous dans la
solution du sol (H.POs ou HPO4?). Dans la plante, il peut rester sous forme inorganique, étre
estérifié sur un groupement hydroxyle d'une chaine carbonée ou étre lié a un autre atome de P
par une liaison riche en énergie (par exemple dans I'ATP). Il entre dans la structure et la
composition des acides nucléiques (ADN, ARN) et des phospholipides. Il joue un role clé dans
de nombreuses réactions enzymatiques et dans le maintien de 1’intégrité de la membrane (Alain
1999). Le phosphore joue également plusieurs roles dans la vie des plantes, il est considéré
comme un constituant essentiel des chromosomes, il intervient partout ou il y a
multiplication cellulaire d'ou I'importance du phosphore dans les phénomenes de croissance
et de reproduction. Il joue un réle déterminant dans le transfert d'énergie, il est indispensable a
la photosynthese et aux autres processus chimio-physiologiques de la plante. 1l intervient dans
larigidité des tissus tout en les rendant plus résistants a I’averse et aux maladies cryptogamiques
(Gervy 1970).

La déficience des sols en phosphore disponible est I’une des causes principales de la
perte de la fertilité des sols et un facteur limitant majeur pour la production végétale (Fankem
2007). Le phosphore soluble évolue rapidement vers des formes peu solubles comme les
apatites. Une partie considérable du phosphore est adsorbée aux particules et a la matiéere en

suspension du sol. De ce fait, le sol joue un rble de réservoir de phosphore.

Pour résoudre le probleme de perte de fertilité des sols, les agriculteurs utilisent les
engrais phosphatés solubles. En realité, la majeur partie du phosphore ajouté ou non sous forme

(VLF (VLF (VLF (VLF (VLF
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soluble est soit fixé par le calcium (Cas(PO4).) dans les sols alcalins ou neutres, soit precipité
par les formes libres de fer (FePO4.H20) ou d’aluminium (AIPO4.H20) dans les sols acides
(Giroux 2002). Ainsi, il se produit facilement une accumulation de phosphate dans les sols
fertilisés puisque seulement environ 10-20% d’engrais phosphatés apportés par amendement
sont utilisés par les plantes (Richardson et al.2009).Par ailleurs, 1I’approvisionnement en engrais
chimiques phosphatés dans les pays en voie de développement est limité par leur codt élevé
pour la plupart de petits agriculteurs (Fankem et al.2008).

Au regard des impacts négatifs des engrais chimiques sur I’environnement, leur codt
élevé et de leur efficacité éphémere due a la fixation du phosphore par certains minéraux du
sol, I’utilisation des microorganismes solubilisant le phosphore (MSP) comme alternative est
plus qu’avantageuse et donc envisageable pour le développement d’une agriculture durable
(Gyaneshwar et al. 2002).

Le maintien des sols a leur niveau de fertilité acceptable et favorable a I’agriculture est
une préoccupation sérieuse des agriculteurs du monde. Les sols camerounais généralement
acides et peu fertiles, montrent des déficiences en azote et en phosphore (Nwaga et al. 2000).
IIs nécessitent pour la plupart un apport en fertilisants chimiques, ce qui pose un probléeme de
codt pour les petits agriculteurs. Cependant, I’utilisation efficiente des éléments apportés exige
qu’ils soient sous des formes absorbables directement par les plantes. L’utilisation des MSP est
une alternative pour résoudre ce probleme (Nwaga et al. 2000).

L’objectif général de cette étude est de déterminer 1’impact des microorganismes
solubilisant les phosphates sur la croissance du soja.

Pour atteindre cet objectif, nous nous proposons de :

» évaluer I’aptitude des souches a solubiliser les phosphates rocheux de différentes
origines en milieu solide et en milieu liquide;

» déterminer I’effet de I’inoculation de quelques souches solubilisatrices de phosphate en
consortium ou isolement sur la croissance du soja.

Dans ce travail, il est question pour nous de préciser d’abord le contexte dans lequel
notre étude est menée, de ressortir la problématique, de déterminer ensuite 1’objectif général et
les objectifs spécifiques. Au premier chapitre, nous présenterons le soja sur la base de la
description botanique, sa position systématique, son utilisation et sa production a travers le
monde et au Cameroun en particulier. Sur le phosphore, nous releverons son origine, son cycle,
ses différentes formes, et sa situation a travers le monde, tout en identifiant les différents
facteurs qui influencent la solubilisation du phosphore et I’intervention des microorganismes

dans la solubilisation du phosphore du sol. Le deuxiéme chapitre, nous permettra d’indiquer le
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matériel et méthodes utilisés et le troisieme chapitre sera consacré a la restitution des résultats,
a la discussion et a la conclusion. Le quatriéme chapitre sera consacré a I’implication sur le

systeme éducatif du sujet (fiche pédagogique, intérét didactique).
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1.1 GENERALITES SUR LE SOJA (Glycine max L.)

I .1.1 Origine et répartition du soja

Le soja est d'origine asiatique et plus précisément des régions Nord et Centre de la Chine
(Lof et al. 1990, Roumet 2001, CIRAD-GRET 2002). Sa domestication a eu lieu dans le Nord-
Est de la Chine aux alentours du Xle siecle avant J.C. (Javaheri et Baudouin 2001, Giller et
Dashiell 2007). La date de son introduction en Afrique reste obscure. Il semble qu’il a été
introduit au cours du 19e siecle par les marchands chinois forts actifs le long de la cbte orientale.
De nos jours, le soja est largement cultivé dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées

du monde entier.
1.1.2 Description botanique

Le soja est une légumineuse oléagineuse donc une plante herbacée annuelle, connue
seulement a I'état cultive. Les tiges dressées ont une longueur de 30 a 100 cm. Les feuilles sont
trifoliées, tombent avant que les gousses ne soient arrivées a maturité. Les fleurs, en forme de
papillon, blanches ou pourpres, de petites tailles, apparaissent a l'aisselle des feuilles. Elles sont
hermaphrodites et autogames puisque la fécondation se produit avant leur épanouissement, ce
qui empéche les échanges de pollen entre plantes. Cependant, la pollinisation croisée est
parfaitement possible (Javaheri et Baudoin 2001). Les fruits sont des gousses velues, de forme
droite ou arquée contenant deux a quatre graines de 3 a 8 cm. Ces graines peuvent étre petites
ou grosses, longues, rondes ou ovales. Leur couleur peut également varier. Le plus souvent,
elles sont jaunes mais elles peuvent aussi étre vertes, brunes, violettes, voire méme noires ou
tachetées. Le poids de 1000 graines varie de 120 a 200g (Javaheri et Baudoin 2001, Giller et
Dashiell 2007).

Figure 1. Graines du soja
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Figure 2. Plante adulte du soja (source : GUY Roulier, 2012)
1.1.3 Systématique du soja

Le soja appartient au genre Glycine, est classé dans la sous-tribu des Glycinae de la tribu
des Phaseoleae, de la famille des Papilionaceae (Fabaceae) et de I'ordre des Leguminosales
(ou Fabales). Le genre Glycine comprend environ vingt especes reparties dans les régions
tropicales et subtropicales. Il est subdivisé en deux sous-genres : Glycine (espéces vivaces) et
Soja (espéces annuelles) (Demol et al. 2002). Le sous-genre Soja comprend les espéces G. soja
Sieb et Zucc (types sauvages retrouvés en Asie Orientale) et Glycine max (L.) Merrill (formes
cultivées) (Javaheri et Baudoin 2001, Giller et Dashiell 2007). En Afrique tropicale, les cultivars
ont un cycle long (120 jours) et une aptitude « généraliste » a noduler avec des rhizobiums
indigénes des sols africains. On peut opposer ces cultivars a ceux obtenus des programmes de

sélection et qui sont plutdt petits et a cycle courts (70 a 90jours) (Giller et Dashiell 2007).

1.1.4 Utilisation du soja

Le soja est utilisé en premier lieu pour l'alimentation humaine et 1’élevage industriel,
sous différentes formes telles que de "tourteaux" ou de farine, lait. On oublie parfois que cette
plante possede des vertus thérapeutiques et médicinales (Roussel et Pichon 2014). Les parties
utilisees sont les féves et les germes en alimentation et les graines en phytothérapie (Gayet
2013).

Les constituants intéressants du soja sont trés nombreux. On retient, les acides gras
essentiels (comme I'acide linoléique, un oméga 6) qui présentent un intérét medicinal (Baudoux

2001), les phospholipides en teneur importante dans la lécithine, de nombreuses protéines et,
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surtout, les isoflavones, dont les trois principales sont : la génistéine, la daidzéine et la
glycitéine. Ce sont des phyto-oestrogénes c'est-a-dire des substances présentant des similarités
avec l'cestrogene ; ils entrainent ainsi des effets dits oestrogéniques jouant un role dans le
soulagement des troubles de la ménopause (Gayet 2013). La lécithine de soja (E322) extraite
de la graine renferme de nombreux acides gras polyinsaturés essentiels.Le soja diminue le
cholestérol total (hypocholestérolémiant) et le mauvais cholestérol (LDL) et permet de réduire
les triglycérides (hypolipidémiant) de I'organisme (Baudoux 2001). Il est ainsi recommandé en
cas de diabéte, en prévention des risques de maladies cardio-vasculaires chez les femmes
ménopausées, mais aussi en cas de 1’hépatite chronique. Il est aussi utilisé sous forme de cremes
hydratantes permettant de lutter contre les sécheresses de la peau (Gayet 2013). Enfin, depuis
quelques années, une partie limitée de la production d'huile de soja (moins de 10 %) est utilisée

comme agro carburant ou biodiesel (WWF 2014).

Le soja est un allergene pour certaines personnes et peut entrainer des troubles plus ou
moins importants, selon la sensibilité des personnes. Un exces de consommation de soja frais

peut entrainer de constipations et de nausees (Baudoux 2001).

Le soja est une culture moyennement exigeante en potasse et peu exigeante en acide
phosphorique (Agnoro 2008). Les exportations sont de 42 unités de phosphore (P20s) et 50
unités de potasse (K20) pour 30 quintaux de grains. Si le sol est bien pourvu en ces éléments,
on pourra faire I’impasse au niveau des fertilisants. Dans le cas contraire, on utilisera pour
couvrir les besoins en phosphore (P20s) du Phosphate (34% P20s) en sol alcalin, des phosphates
naturels (15-20% P20s) ou des scories de déphosphoration (8-10% P20s) de préférence en sol

neutre a acide (Agnoro 2008).

1.1.5 Production de soja dans le monde

La production mondiale de soja a connu un développement tres rapide. Marginale au
milieu des années 1960 avec 30 millions de tonnes cultivées, la production mondiale de soja a
bondi en 40 ans et s'approche du seuil des 300 millions de tonnes par an (USDA, FAO 2013).
Sur cette méme période le taux de croissance moyen annuel de la production de soja a été
d'environ 5.7% et nettement plus élevé que pour les ceréales (2%/an pour le blé et 3%/an pour
le mais). Les Etats-Unis sont le premier producteur et exportateur mondial de soja mais les deux
(2) géants agricoles sud-américains, le Brésil et I'Argentine, les ont rejoints en téte du marché

du soja. A eux seuls ils ont assurés 82% des tonnages produits a travers le monde. Loin derriére

(VLF (VLF (VLF (VLF (VLF (¥
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ce trio de téte, on trouve la Chine qui produit environ 7% de la production mondiale mais se
distingue surtout comme étant la premiére zone importante de consommation et d'importation
de soja (FAO 2013).

Repartition de la production mondiale de soja
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Figure 3. Répartition de la production mondiale de soja (USDA)
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Figure 4. Principaux pays exportateurs de soja dans le monde (USDA)

Les surfaces cultivées en soja sont passées de 72 millions d'hectares en 1999 a
108 millions d'hectares en 2012, soit une progression de 50%. La culture du soja occuperait
plus d’un million de kilometres carrés dans le monde (WWF 2010). La production mondiale de
soja s'est accrue sous I'effet d'une augmentation conjointe des surfaces, multipliées par 3.6, et
des rendements qui ont doublé (WWF 2014).

La forte concentration de la production de soja sur les continents nord et sud-
américains, loin des bassins de consommation des pays industrialisés comme I'Union

européenne ou des pays en fort développement comme la Chine explique I’importation massive

des graines pour approvisionner leurs industries de trituration.
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Figure 5. Principaux pays importateurs de soja (USDA)
1.1.6 Production du soja au Cameroun

Au Cameroun, I’utilisation du soja est tres diversifiée. Le soja entre directement dans
I'alimentation humaine sous forme de lait de soja, de desserts a base de soja, de lécithine de
soja (produit émulsifiant utilisé comme additif alimentaire dans des produits alimentaires) et
d’huile. Il est utilisé sous forme de graines et de tourteaux en élevage. Le Cameroun est un
grand consommateur de soja. Les chiffres du Ministere de I'Economie révélent que le Cameroun
importe en moyenne 20 000 tonnes de soja par an, pour une valeur de prés de 10 milliards de
francs CFA. Ces chiffres sont confirmés par le MINADER. En 2010, le gouvernement
camerounais a dépensé 7.876.783.375 FCFA pour acheter les produits de cette légumineuse ;
8.100.308.955 FCFA en 2011 ; 10.772.214.603 FCFA en 2012. En 2013, nous sommes passés
a 11.032.836.887 FCFA (AGRISTAT 2013).Le soja est cultivé principalement dans la partie
septentrionale du Cameroun mais aussi dans la région de 1’Ouest. Sa production annuelle est
estimée a 16000 tonnes, la plus grande production jusqu’en 2012. Ainsi, nous pouvons dire que
le Cameroun consomme plus qu’il ne produit. La Société de développement du coton
(SODECOTON) depuis quelques années de diversifier ses activités pour se prémunir de la
conjoncture internationale peu favorable du coton, devrait produire plus 16 000 tonnes de soja
en 2015 (AGRISTAT 2012). L'augmentation vertigineuse de la production du soja s'explique

par I'existence d'un marché de plus en plus demandeur de ce produit par les agro-industries
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locales. Ce qui serait dailleurs a l'origine de la construction a Douala, d'une unité de

transformation du soja, d'une capacité de broyage de 18 000 tonnes par an.

Tableau 1. Superficies cultivées et production de Glycine max par Région en 2009 et 2010 au

Cameroun

Région Superficies Production Superficies Production
(hectares) en 2009  (tonnes) en 2009  (hectares) en 2010  (tonnes) en 2010

Adamaoua 78 105 85 116
Centre 1798 2671 1901 2810
Est - - - -
Extreme- 469 481 560 520
nord
Littoral 1554 2514 1637 2647
Nord 427 353 467 401
Nord-ouest 1787 1784 2034 2156
Ouest 2443 3463 2877 3654
Sud 84 60 89 72
Sud-ouest 136 164 138 168
Total 8774 11595 9788 12544
Source : MINADER 2010 (-) : pas des données

1.2 GENERALITE SUR LE PHOSPHORE
1.2.1 Importance du phosphore

Le phosphore est un élément indispensable et irremplacable pour les besoins vitaux des
plantes. Il est un élément essentiel a la croissance et au développement des végétaux. Sa carence
est un facteur limitant a la production agricole (George et al. 2006). Le phosphore intervient
dans le transfert d’énergie (ATP), dans la transmission des caractéres héréditaires (Acides
nucléiques), la photosynthese et dégradation des glucides. 1l est aussi essentiel pour la floraison,
la nouaison, le grossissement, la précocité et la maturation (Gervy 1970). De plus, le phosphore
favorise I’enracinement précoce, la santé des végétaux et I’abondance des récoltes. La carence
en phosphore se manifeste chez les végétaux par une diminution du développement des racines,
une coloration plus foncée des feuilles et la nécrose des limbes (Christian et al. 2005). Dans les
sols, son contenu varie de 200 a 5000 ppm soit 0,02 a 0,5% pour une moyenne de 600 ppm
(Lindsay 1979).

1.2.2 Origine du phosphore
Les sources de P dans le sol sont la roche meére, les résidus végétaux, les engrais apportés

(Tiessen et al. 1984, Lamontagne 2009) et de matieres résiduelles fertilisantes (MRF).
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L’application des fertilisants organiques (composts) en surface du sol contribue a
I’augmentation des charges solubles biodégradables de P (Larney et al. 2000) grace a une
solubilité plus élevée du phosphore contenu dans les dejections animales.

Les apports de fertilisants phosphatés solubles sont sous formes de triple superphosphate(TSP),
de superphosphate simple (SSP), et de phosphate di-ammonique (DAP) (Supanjani et al. 2011).
Le phosphate rocheux naturel est une alternative moins codteuse et plus écologique. Cette

source de phosphore est d’origine volcanique ou bien des restes des squelettes d’animaux.

1.2.3 Formes du phosphore dans le sol et leur devenir

Le phosphore existe sous deux formes principales : la forme organique (Po) et la forme
inorganique ou minérale (Pi).Le phosphore organique résulte de la dégradation des végétaux
par la faune et la flore du sol et peut représenter jusqu’a 80% du phosphore total dans les sols
des milieux naturels et seulement 25% dans ceux des milieux cultivés (Antoni 2009). Dans la
solution du sol, le phosphore minéral est sous deux formes d'ions phosphatés : le HoPO4
(dihydrogénophosphate en conditions acides) et le HPO42 (hydrogénophosphate en conditions
alcalines) (Busman et al. 2002). Le P est un élément peu mobile dans le sol (Barber, 1995;

Holford1997), certaines formes sont insolubles ou ont une solubilité modérée.

1.2.3.1 Forme organique

Le Po dérive principalement des résidus végetaux, des cellules microbiennes et
fongiques et des métabolites cellulaires (Louche 2009). Le Po peut représenter jusqu’a 80% du
P total présent dans un sol (Condron & Tiessen 2005).0n distingue des monoesters-P (les
inositols phosphates ou phytates, les sucres phosphates), des diesters-P (I’ADN, I’ARN, les
phospholipides (1’acide techoique), et en plus faible proportion des phosphonates et des poly et
pyrophosphates (Frossard et al. 2004, Plante 2007). Les différentes formes organiques de P ne
sont pas disponibles pour les racines. Ces formes doivent d’abord étre hydrolysées par les
phosphatases, produites par les racines, les bactéries et les champignons pour libérer du
phosphore inorganique (Pi) qui est prélevé (Richardson et al. 2001a ; Zimmermann 2003b). En
effet, ces composés peuvent étre fortement adsorbés par les minéraux argileux et peuvent
former avec la matiére organique des composés difficilement dégradables ou précipiter avec les
oxydes de Fer (Fe) ou d’Aluminium (Al) dans les sols acides ou de Calcium (Ca) et Magnésium
(Mg) dans les sols neutres ou alcalins. L’extraction séquentielle est utilisée comme méthode

de routine pour étudier les composés de Po dans les sols (Ivanoff et al. 1998)
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1.2.3.2 Forme minérale

Les ions orthophosphates ou Pi constituent la seule forme de P directement assimilable
par les plantes. La faible mobilité du Pi dans la solution du sol, estimée de 10-12 a 10-15 m2.s-
1 (Louche 2009), résulte de sa forte réactivité avec les constituants du sol. La concentration du
Pi en solution se maintient pour la majorité des sols entre 0,1 et 10 uM (Hinsinger, 2001). Les
formes ioniques du Pi en solution proviennent de la dissociation de 1’acide orthophosphorique
(Lindsay 1979). En fonction du pH de la solution des sols (pH4-8), HPO4% et H,PO4" sont les
deux principales formes de Pi présentes en solution. La forme H2PO4™ domine dans les sols
acides tandis que la forme trivalente PO4% ne se forme que pour des valeurs de pH trés alcalines

supérieures a 10.

Du fait de leur charge négative, les ions phosphates sont capables de se combiner avec
de nombreux éléments du sol pour former des minéraux phosphatés avec des cations libres dans
le sol comme le calcium, I’aluminium et le fer. Le calcium peut étre remplace par le magnésium,
le manganése, le césium ou d’autres cations. Selon Tisdale et al. (1985), les phosphates
précipités par le fer et ’aluminium sont transformés en minéraux tres stables: strengite et
variscite, tandis qu’avec le calcium dans sa forme carbonate(Caz(COz3).), les phosphates vont
évoluer, au cours du temps, vers des formes de plus en plus stables pour donner les phosphates
octocalciques puis les phosphates di ou tricalciques et en fin les apatites définies par une
formule chimique de base M1o(PO4)6X; ol le minéral (M) est du Ca?* et I’anion(X) peut étre
F~ (fluoroapatite), CI- (chloroapatite), OH- (hydroxyapatite) ou COs?. Les ions phosphates
peuvent étre aussi complexés a la surface de solides tels que la silice, I’argile, I’hydroxyde
métallique, les carbonates (Behra et al. 1999).Ce phénoméne appelé rétroversion des
phosphates est a I’origine de dépdts importants de phosphates naturels de plus en plus exploités

et utilisés comme fertilisant.

1.3 CYCLE DU PHOSPHORE

Dans la nature, le P existe sous forme de phosphate plutdt que sous sa forme élémentaire.
Issu majoritairement de I’altération des roches, le phosphore minéral (inorganique) est
fortement lié aux carbonates de calcium dans les sols calcaires ou aux composés d’aluminium

ou de fer dans les sols acides.
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Figure 6. Cycle du phosphore (adapté par Pierzynski, 2002)

L’approvisionnement du P en solution est sous I’influence de deux sous-cycles (Fig.6)
: un cycle biologique dans lequel le P est de forme organique dont les transferts sont régis par
des réactions biologiques, et un cycle géochimique dans lequel le P est constitué des composés
chimiques et minéralogiques dont les transferts sont régis par des mécanismes abiotiques
(Louche 2009).

A I’oppose des autres grands cycles biogéochimiques, le cycle du phosphore ne compte
pas de phase gazeuse et n’affecte logiquement pas 1’atmospheére. L’équilibre naturel du cycle
du phosphore est considérablement modifié par les actions anthropogéniques au cours des
derniéres centaines années (Aubert 2007, Beaudin | 2006). Plusieurs régions du monde
présentent de fortes densités animales et des applications répétées d'effluents d'élevage basées
sur les besoins des cultures en azote. Le P n'a pas d'effets toxiques directs sur les humains ou
les animaux (Pierzynski et al. 2000), mais il peut causer I'eutrophisation des eaux de surface.
L'eutrophisation se définit par une croissance accélérée des plantes aquatiques. Les effets
négatifs associés a ce phénomeéne sont importants d'un point de vue écologique, économique et

sanitaire. On peut citer la dégradation de I'habitat (réduction de la teneur en oxygene dissous),
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réduction de la biodiversité, diminution de la valeur économique des usages récreatifs
(Pierzynski et al. 2000).

1.4 MECANISMES DE MISE EN DISPONIBILITE DU PHOSPHORE

Pour que le phosphate naturel puisse servir de source de phosphore et optimiser la
croissance des plantes, il faut que ses conditions d’utilisation en application directe, ou sous
forme acidulée, favorisent sa dissolution (Bationo et al. 1998, Toro et al. 1998). Elles relevent
a la fois du sol et des facteurs extérieurs au sol qui sont de trois ordres: physiques, chimiques et
biologique (Morel 1996).

1.4.1 Mécanismes physiques

1.4.1.1 Facteurs liés a la source de phosphore

La solubilité de la roche phosphatée est la propriété donnant le plus d’information sur
son efficacité agronomique. Elle dépend en grande partie de la composition chimique et
minéralogique de la roche considérée. Chien (1977) a démontré que, la solubilité des roches
phosphatées croit avec 1’augmentation des structures de substitution du carbonate pour le

phosphore dans la structure de la roche phosphatée.

1.4.1.2 Texture et structure du sol

La texture et la structure du sol agissent sur I'activité microbienne soit directement ou
indirectement. Ainsi, dans un sol sableux suffisamment humide, nous avons une propagation
rapide de l'activité microbienne. Tandis que dans un sol argileux, l'argile forme avec les
substances organiques des complexes organo-minéraux dans lesquels ces substances
deviennent moins accessibles aux microorganismes entrainant un ralentissement de l'activité
microbienne (Morel 1996). De méme, la qualité structurale du sol oriente la nature et I'intensité
de la vie microbienne (Morel 1996). L’activité croit avec la teneur en eau, avec un maximum
se situant au voisinage de 60%, les bactéries étant plus sensibles aux variations de I'hnumidité
du sol que les champignons (Morel 1996, Bationo et Mokwunye 1991, Ssali et Gupta 1990).

La texture et structure définissent aussi 1’état d’aération du sol qui est reconnue comme
un facteur important de la dissolution des phosphates inorganiques. Ainsi, selon Morel (1996),
un sol bien aéré favorise l'activité des microorganismes aérobies qui tirent leur énergie de

I'oxydation des substances organiques mortes.
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1.4.2 Facteurs Chimiques

Un pH du sol et principalement de la rhizosphere relativement faible favorise I'activité
des microorganismes dissolvant les phosphates inorganiques (Hedley 1990). Le contenu en
calcium du sol joue un role important dans la dissolution des phosphates inorganiques. Doumbia
et al. (1993) ainsi que Toro et al. (1998) ont montré que la stimulation de l'activité des
microorganismes du sol entraine une diminution du calcium échangeable du sol et favorise la
dissolution des phosphates naturels. De méme Kanabo et Gilkes (1988), ont indiqué que dans
les sols sablonneux a CEC faible, ne fournissant pas de réservoir d’accumulation du calcium,
la solubilisation des phosphates naturels ralentie avec pour conséquence baisse de la production
agricole.

Les échanges ioniques permettent la mise en solution de Pi (Louche 2009) mais aussi la
variation de pH de la solution du sol (Hinsinger 2001). A pH acide, les minéraux de fer et
d’aluminium précipitent pour de trés faibles concentrations en Pi. Inversement, 1’augmentation
du pH de la solution du sol augmente leur solubilité. La précipitation des minéraux calciques
requiert des valeurs de concentration en Pi et de pH plus élevées que les phosphates de fer et
d’aluminium. Les réactions réduisant la disponibilité du P se produisent a toutes les valeurs de
pH mais sont plus prononcees dans les sols alcalins ayant un pH >7,3 et les sols acides ayant
un pH<5,5 (Busman 2002).Cependant, la plus grande solubilité du P dans les sols se situe entre
les pH de 6,2 et de 7,0 (Lindsay 1979). La figure 7 illustre I'importance du pH dans la fixation
du P.

Zone de pH ol le P est
le plus disponiblc

P assimilable

Eleve

P fixé par lec Ca
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1 1 1 L 1 1 a
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Figure 7. Disponibilité du phosphore en fonction du pH (adaptée de Busman et al. 2002)
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Cline et al. (1982) ont montré que I'acide citrique chélate préférentiellement le fer a pH
6,0 alors qu'a un pH au-dessus de 6.0, apparait une compétition entre le calcium et le fer. Ainsi,
I'acidification artificielle du milieu de culture par ajout d'acide minéral industriel, provogue une
dissolution inférieure a celle obtenue en utilisant les microorganismes, ce qui suggere que les
acides organiques sont plus efficaces dans la dissolution des phosphates inorganiques que les

acides minéraux.
1.4.3 Facteurs liés aux pratiques de gestion du sol et des fertilisants

Le mode de placement, le temps d’application des phosphates naturels, ainsi que le
chaulage des sols, agissent sur la dissolution des phosphates naturels (N’Djaye et al. 1991 ;
Zawartha et al. 1999). Le chaulage est une pratique tres souvent utilisée pour augmenter le pH
des sols et baisser la toxicité de I’aluminium. Il permet par son action, de rehausser le niveau
de production des cultures. Cependant, Hammond et al. (1986), ont montré que les sols
contenant une grande quantité de calcium peuvent diminuer la vitesse de dissolution de ces
phosphates. Ceci indique gque le niveau de chaulage doit étre choisi avec prudence afin d’éviter

son effet négatif sur la dissolution de la roche phosphatée dans les sols acides.
1.4.4 Effets des espéces de plantes

L'utilisation des phosphates naturels dépend des espéces et plus particulierement des
cultivars utilisés. Chien et Menon, étudiant 1’effet de différentes plantes sur la solubilisation des
phosphates inorganiques, ont découvert que certaines plantes favorisent la solubilisation des
phosphates naturels par une forte absorption du calcium. Kpomblekou et Tabatabai (1994), ont
montré que les acides organiques a faibles poids moléculaire peuvent accroitre la concentration
du phosphore dans le sol par des mécanismes de complexion et d’échange. Selon Bationo et al.
(1998), les plantes peuvent stimuler la dissolution des phosphates a travers une acidification de
la rhizosphere. Chien et al. (1990) quant a eux, ont montré que l'efficacité agronomique des
phosphates naturels est plus élevée chez les plantes pérennes que chez les plantes a cycle
végétatif relativement court comparativement au phosphate super triple. Certaines plantes
libérent dans la rhizosphére des acides organiques capables de mobiliser le P des sources

pauvres (Richardson 2001).

La source de carbone et d’azote et le rapport Carbone/Azote (C/N) peuvent, dans

certaines conditions, altérer la dissolution des phosphates naturels (Asea et al. 1988 ;

(VLF (VLF (VLF (VLF (VLF
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Cunningham et Kuiack, 1992). Selon Boiffin et Sebillotte (1977), I’incorporation dans le sol de
résidus a rapport C/N tres élevé peut entrainer des carences phosphatées chez les plantes en
agissant sur la croissance des microorganismes du sol .Ainsi, le role de plus en plus important
joué par les microorganismes dans I’agriculture, a entrainé leurs isolement dans plusieurs

régions du globe (Johri et al. 1999 , Nautiyal 1999).

1.4.5 Mécanismes biologiques

Les réactions et les transformations biologiques des phosphates naturels dans les sols
sont tres complexes. Dans les sols agricoles, la dissolution des phosphates inorganiques est
étroitement liée a 1’activité des microorganismes du sol (Tardieux-Roche 1966a et 1966b,
Richardson 2001). En effet, on retrouve dans les sols un nombre important de microorganismes
du sol, notamment les bactéries, les champignons, les algues et les plantes (Berthelin et al. 1991,
Goldstein 1986, Kim et al. 1997, Oehl et al. 2001, Sundara 2002) capables de libérer du Pi a
partir des formes organiques et notamment des minéraux phosphatés du sol (Louche 2009). La
solubilisation de P minéral s’effectue par la sécrétion de ligands ou acides organiques qui vont
se complexer avec le calcium, le fer ou I’aluminium, libérant ainsi du Pi dans la solution du sol

(Hinsinger 1998 , Jones 1998 , Fankem et al. 2008).

Les exsudats racinaires de la rhizosphére tels que les acides organiques, constituent
d’excellentes sources d’¢léments nutritifs pouvant supporter la croissance des
microorganismes, ce qui explique leur densité plus forte au niveau du sol rhizosphérique que
dans le sol non rhizosphérique (Hinsinger 2001, Singh et Amberger 1998). Le nombre de
bactéries et de champignons dissolvant les phosphates varie de 0,1%-0,5% (Kucey 1989) a
26%-39% (Sperber 1958) de la microflore totale. Les champignons solubilisent plus
efficacement les phosphates que les bactéries, en plus, une grande partie des champignons
conservent cette propriété tandis que la majorité des bactéries la perdent aprés plusieurs

repiquages successifs (Kucey 1989).

Le Pi libéré dans la solution du sol par minéralisation ou solubilisation peut étre absorbé
par les plantes et les champignons, immobilisé par la population bactérienne, adsorbé sur les
surfaces minérales ou perdu par lessivage et ruissellement (Pierzynski et al. 2000). La
minéralisation des composés de P organique s’effectue grice a la sécrétion d’enzymes
notamment les phosphatases qui ont la propriété de catalyser I’hydrolyse des liaisons esters

phosphoriques et d’anhydrides d’acides en libérant du Pi (Narsian et Patel 2000). De plus, une
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autre méthode de dissolution par acidification faisant suite a une extrusion d’ions H+ lors de
I’assimilation de I’ammonium a été décrite (Bolan et al. 1997).

Les travaux de Illmer et Schinner (1992) ont montré que la dissolution des phosphates
naturels n’est pas seulement liée a une baisse de pH. En effet, certains microorganismes liberent
dans leurs milieux des acides organiques capables d’extraire le phosphore dit ‘assimilable’ en
séquestrant les cations métalliques intervenant dans 1’adsorption du phosphore (Milagres et al.
1999, Sayer et al. 1995, Vasquez et al. 2000) et en libérant le phosphore lié aux argiles et aux
oxydes de fer et d’aluminium (Violante et al.1996). Goldstein (1986), a montré que
’acidification de I’espace péri plasmique par oxydation directe du glucose en acide gluconique,
est le processus majeur utilisé par les bactéries Gram négatives pendant la dissolution des
phosphates minéraux.

1.5. SITUATION DU PHOSPHORE DANS LE MONDE

Les engrais phosphatés sont utilisés de facon routiniére dans les systémes agricoles pour
apporter une solution a court-terme au réel probléme de déficience en phosphore biodisponible
des sols cultivés (Richardson et al.2009). Environ 17.5 millions de tonnes de phosphates sont
prélevés annuellement des réserves mondiales de phosphates rocheux dans lesquelles
approximativement 85% sont utilisés pour la production d’engrais (Cordell et al. 2009a). Par
ailleurs, les réserves mondiales de phosphates rocheux sont limitées avec une estimation de la
dégradation de la qualité des sources susceptible d’étre trés prononcée dans les 50 a 80
prochaines années (Isherwood 2000).Ces précieuses réserves mondiales sont concentrées dans
un nombre restreint de pays ( Tableau 2) .1l semble que le monde peut faire face a un pic de la
demande de phosphore un peu avant 2033 (Cordell et al. 2009a). Actuellement, il y a des
augmentations rapides et significatives des prix de base des phosphates rocheux et leurs
incidences sur le prix des engrais phosphatés (Rapport CAADP 2011).

Au regard des prix élevés des engrais utilisés dans les pays en développement, des
problémes de maintien des systémes agricoles et de la viabilité économique de 1’agriculture se
posent inexorablement, il serait alors judicieux de considérer les alternatives possibles et les
options futures (Cordell 2009).
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Tableau 2. Valeurs estimatives de la production mondiale de phosphate naturel en 1999. (Mew

Pays Producteurs Production Total mondial
(1000 tonnes) %
Chine 30 754 21,1
Etats-Unis 40 867 28,1
Fédération de Russie 11219 7,7
Maroc et Sahara occidental 21 986 15,1
Sous-total des 4 principaux 104 826 72
Afrigue du Sud 2941 2
Brésil 4 301 2,9
Israél 4128 2,8
Jordanie 6 014 4,1
République Arabe Syrienne 2084 1,4
Sénégal 1879 1,3
Togo 1715 1,2
Tunisie 8 006 55
Sous-total des 12 principaux 135 894 93,4
Algérie 1093 0,8
Australie 145 0,1
Canada 350 0,3
Christmas Island 683 0,5
Colombie 4 <0,1
Egypte 1018 0,7
Finlande 734 0,5
Inde 1623 11
Irak 415 0,3
Kazakhstan 900 0,6
Mexique 955 0,7
Nauru 604 0,4
Ouzbékistan 139 <0,1
Pérou 15 <0,1
République populaire démocratique de | 70 <0,1
Corée
Sri Lanka 30 <0,1
Venezuela 366 0,3
Vietham 710 0,5
Zimbabwe 124 <0,1
Total mondial 145 472 100
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1.1 REVITALISATION ET PURIFICATION DES SOUCHES MICROBIENNES

Les microorganismes utilisés proviennent de la banque de souches du Laboratoire de
Biologie et Physiologie Végétales de 1’Université de Douala. Dans cette banque de souches
microbiennes, nous avons choisi 26 bactéries et 8 champignons isolés principalement dans les
sols de la zone agro-écologique | (Extréme- nord) notamment dans les villages Gacklé ;
Gazawa ; Meskine a I’entrée Sud de Maroua) et 2 souches provenant de la zone agro-

écologique 111(Ouest).

Souches microbiennes

Figure 8. Banque des souches microbiennes

Pour revitaliser ces microorganismes, nous les avons repiqués sur un milieu nutritif
contenant par litre d’eau distillée 13,59 d’Agar, 3g de NaCl, 2 g extrait de levure, 5 g peptone,
pH 7. Vingt (20) mL de ce milieu sont introduits dans les boites de pétri stériles. Ce processus
de repiquage a éte répété trois (3) fois pour obtenir une bonne croissance et surtout des souches

pures présentant des colonies bien individualisées.
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1.2 EVALUATION DE L’APTITUDE DES SOUCHES A SOLUBILISER LES
PHOSPHATES ROCHEUX DE DIFFERENTES ORIGINES EN MILIEU
SOLIDE ET EN MILIEU LIQUIDE

11.2.1 Phosphates rocheux

Cing phosphates rocheux de différentes origines ont été utilisés : le phosphate rocheux
de Tilemsi au Mali, le phosphate rocheux de Gafsa au Mexique, le phosphate rocheux du Maroc,
le phosphate rocheux de 1’ Algérie et le phosphate rocheux du Cameroun. Les caractéristiques

de différents phosphates rocheux sont regroupées dans le tableau 3 ci-dessous.
Tableau 3. Composition minéralogique des différents phosphates rocheux utilisés.

Eléments minéraux (%)

P20s P
Origine total Disponible

Mali 30 12.98 0.056 28.19 0.131 0.232 3.844 080 8360 87 51

Mexique 28 8.87 0.219 2594 0.222 0.358 0.442 058 788 103 18

Maroc 13 9.33 0.093 28.83 193 0552 0.267 042 96 219 38

Algérie 29 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

Cameroun Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd  Nd Nd Nd
Source : Fankem et al. 2014 Nd : Non déterminé

Afin de les débarrasser de leurs fractions solubles, les différents phosphates rocheux ont
été lavés 4 fois a 1’eau tiede selon le cycle : 1 heure - 24 heures - 1 heures - 24 heures. lls ont

été ensuite séchés a I’étuve a 60 °C jusqu'a évaporation compléte de 1’eau puis homogénéisés

avant leur utilisation.
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11.2.2. Préparation et détermination de la concentration de ’inoculum

Pour préparer 1I’inoculum, une colonie bactérienne a été suspendue dans 25 mL de milieu
nutritif liquide contenant par litre d’eau distillée : peptone, 5g ; extrait de levure, 3g ; chlorure
de sodium, 3g, pH 7. Les milieux ainsi inoculés ont été incubés pendant trois (3) jours a
température ambiante sous agitation (150 rpm) pour optimiser le taux de croissance des

différentes souches.

Pour déterminer la concentration de I’inoculum, un (1) mL de suspension bactérienne a
été utilisé pour réaliser des dilutions décimales jusqu’a la dilution 107, Un (1) mL des dilutions
104, 105, 10 et 107 a été introduit dans des boites de Pétri stériles qui ont par la suite regu
environ 20 mL d’Agar nutritif. Une boite de pétri a été préparée pour chaque dilution. Les boites

de pétri ont ensuite été scellées et incubées a 28 °C pendant deux (2) jours. Le comptage des

colonies individualisées nous a permis de déterminer la concentration des différents inoculums
de 1- 1,7x10° CFU/mL.

Figure 9. Tubes a essai et Ependorfs (a) et Erlenmeyer contenant le milieu de culture (b).
11.2.3 Evaluation de I’aptitude solubilisatrice des souches en milieu solide

L’évaluation de I’aptitude des différents souches a solubiliser le phosphate en boite de
Pétri a été faite sur le milieu de culture de base (NBRIP) de Nautiyal (Nautiyal, 1999), contenant
par litre d’eau distillée: glucose, 20g ; MgCl2-6H-0, 5 g; MgSO4-7H20, 0.25 g; KCl, 0,2 g;
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(NH4)2S04, 0.1 g; Agar 15 g, plus un type de phosphate rocheux, soit le phosphate rocheux de
I’Algérie , du Cameroun, du Mali, du Maroc ou du Mexique & 5 g.I-1 et 5 mL de vert de
bromocrésol, pH 7,0. Les boites de Pétri compartimentées (en quatre) ont recu au centre de
chaque compartiment 2 puL. d’inoculum de concentration obtenu comme précédemment décrit.
Les boites ont été ensuite scellées et incubées a 28 °C pendant 2 jours. Les microorganismes
(bactéries/champignons) présentant un halo autour de leurs colonies ont été retenus comme
potentiellement solubilisateurs de phosphates rocheux. Ces derniers ont été soumis a deux tests

identiques de vérification et I’index de solubilisation (IS) a été calculé selon la formule.

Diameétre du Halo zone

Diametre de la colonie

Il a été calculé a chaque fois pour évaluer I’efficience de chaque souche en milieu solide
(Babana et al. 2013).

11.2.4 Evaluation de aptitude solubilisatrice des souches en milieu liquide

L’évaluation de I’aptitude des différentes souches a solubiliser les différents phosphates
rocheux en milieu liquide a été faite dans le milieu NBRIP de Nautiyal (1999) sans Agar
contenant par litre d’eau distillée : glucose, 20g ; MgCl2-6H20, 5 g; MgSO4-7H>0, 0.25 g; KCl,
0.2 g; (NH4)2S0O4, 0.1 g plus un type de phosphate rocheux comme unique source de phosphore
a5g.L%, pH 7,0. 50 mL de milieu de NBRIP ont été distribués dans des Erlenmeyers contenant
chacun un type de phosphate. Les différents traitements ont été inoculés avec 200 pL de
suspension bactérienne de concentration 1- 1,7x10° CFU/mL alors que les témoins ont recu 200
pL de milieu nutritif stérile. Les Erlenmeyers ont été incubés a température ambiante sous
agitation (150 rpm) pendant sept jours. A la fin de I’incubation, le milieu de culture a été
centrifugé a 10000 rpm, une partie du surnageant a été utilisée pour la mesure du pH alors que
I’autre a servi pour le dosage de la quantité de phosphore solubilisé d’aprés la méthode de
Murphy et Riley (1972), citée par Fankem (2007) a travers la courbe de calibration préparée
avec des concentrations différentes de phosphore soluble (KH2PQOs). La solution de coloration
fraichement préparée le méme jour, est composée de produits dont les proportions sont

indiquées dans le tableau 4 ci-dessous.

Mémoire présenté par André KLAPAI DIPES I Année académique 2015/2016



Tableau 4.Composition chimique la solution de coloration du phosphore soluble en milieu

liquide
Produits Volume final (500 mL)
Acide sulfurique (H2SO4), 5 meq /| 250
75

Molybdate d’ammonium (4 %)
Acide ascorbique 1,76% 150

Potassium antinomy tartrate (0.274 %) | 25

Apres une heure de repos a 1’obscurité, la densité optique de la solution a été lue a I’aide
d’un spectrophotométre a 880 nm de longueur d’onde. La détermination de la quantité de
phosphore solubilisé dans le milieu liquide a partir de la courbe de calibration est indiquée sur

la figure 9.

0,92 y =0,0116x + 0,8452

R?=0,9928

0,91

0,9
0,89
0,88
0,87

0,86

Densité optique

0,85
0,84
0,83

0,82

0.0 0.2 0.6 0.8
Concentration (mg/l)

Figure 10. Courbe de calibration pour I’évaluation de la quantité de phosphore solubilisé.

La concentration finale en phosphore soluble de 1I’échantillon est calculée selon la formule

mg/LP = (mg/L a partir de la courbe de calibration X volume de solution)/volume échantillon.
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11.3 EVALUATION DE L’EFFET DE L’INOCULATION SUR LA CROISSANCE DU
SOJA

Les tests en pot ont été menés dans le but d’évaluer 1’effet des souches selectionnées
pris séparement ou en consortiums. Six souches ont été choisies dans la banque de souche
constituée par 1’équipe du Laboratoire des Biotechnologies de 1’Université de Douala parmi
lesquelles Enterobacter sp.2 (2B), Enterobacter sp.144 (144B), Bacillus sp. et Galactomyces
sp.(31F) isolées des sols de Maroua, de Meskine, de Gacklé et Gazawa de la zone agro
écologique I, Plantibacter sp.(120B) et Sphingobacterium sp.(171B) sont isolées des sols
provenant la zone agro- écologique de 1’ouest. Les tests ont été faits sur les plantules de soja

(Glycine max).
11.3.1. Stérilisation et Pré germination des graines

Les graines utilisées pour ces tests sont des graines de soja non sélectionnées de la
variété locale et achetée sur le marché de vivres NKouloulou-Douala. Avant leur mise en pot,
les graines ont été lavées a 1’eau distillée afin de les débarrasser des différents produits de
conservation. Elles ont ensuite été lavées avec de ’alcool a 70% pendant une minute puis
rincées deux fois a I’eau distillée. Enfin, elles ont été introduites dans 1’hypochlorite de sodium
a 5% pendant cing (5) minutes puis rincées trois fois a I’eau distillée. Les graines ont par la
suite été mises a pré-germer dans un plat en plastique contenant du papier filtre imbibé d’eau
distillée. Les boites ont été conservées a I’obscurité a température ambiante pendant trois jours,

pendant lesquels I’humidité des boites était maintenue par ajout d’eau distillée.

1 jour

Figure 11. Pré-germination des graines de soja (Photo Klapar)

PSRN T A N AT S A N AU W S O, S TSN Wk

Mémoire présenté par André KLAPAI DIPES I

Année académique 2015/2016

T e e N e e N e



11.3.2 Conduite de I’expérimentation

L’expérience a ¢ét¢ menée dans des pots de 3 litres contenant de la terre non stérile
homogénéisée, dont la texture et la composition chimique sont indiguées dans les tableaux 4 ci-

dessous.

Tableau 5. Structure physique et composition chimique du sol utilisé pour le test en pots.

Eléments Proportion dans le | EIéments Proportion dans le sol
sol

Argile 16,39% Humidité 2,99%

Limon fin 1,94% Matiere 31,74%
organique

Limon grossier | 1,67% Carbone 18,41g/kg
organique

Sable fin 31,24% Phosphore 9,89 mg/kg
assimilable

Sable grossier 47,76% N total 2,37g/kg

pH H20 4,93 Ca?>* 3,57cmol/kg

pH KCI 4,34 Na* 0,08cmol/kg

Mg?* 0,21cmol/kg Fe 714,81mg/kg

K* 0,05cmol/kg CEC 4,34cmol/kg

Zn 2,37 mg/kg Cu 853,07mg/kg

Mn 155,53mg/kg Pb 9,48mg/kg

Cr 39,00mg/kg Ni 8,07mg/kg

Cd 0,03mg/kg

Le sol utilisé étant tres pauvre en phosphore assimilable (9,89 mg/kg), tous les
traitements, a l’exception du témoin positif ont recu du phosphate rocheux d’origine
camerounaise a la dose de 80 kg de P.Os par hectare, c'est- & -dire 0,3625g pour 0,8836 dm3,
donc 1,2 g /pot. Le témoin positif a recu 2,3 g du phosphate soluble (KH2PO4). Le témoin

négatif ayant recu du phosphate rocheux n’était pas cependant inoculé.

Le dispositif experimental est un systétme de blocs completement randomisés avec 20

traitements dont 18 traitements microbiens : Enterobacter sp2. (A), Enterobacter sp.144 (B),

- -
i
)
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Bacillus sp. (C), Galactomyces sp. (D), Plantibacter sp.(E), Sphingobacterium sp. (F), AB, BC,
BD, AC, AD, CD, EF, ABC, ACD, ABD, BCD, ABCD et deux témoins dont un témoin positif
(T+) et un témoin négatif (T-) et 4 répétitions. Chaque bloc constituant une répétition, ce qui
nous a donné un dispositif de 80 unités expérimentales. Les pots inoculés ont recu chacun un
(1) mL d’inoculum de concentration 1- 1.7x10° CFU/mL, alors que les pots non inoculés ont

recu un (1) mL de milieu nutritif liquide ayant servi pour la préparation de I’inoculum a vide.

Figure 12. Dispositif expérimental en blocs complétement randomisés (Photo

Klapai)
11.4 COLLECTE DES DONNEES

Afin d’évaluer I’effet des inoculations sur les plantes, la croissance a été suivie pendant
6 semaines et les paramétres agronomiques (nombre de feuilles, hauteur de la tige, diamétre au
collet et nombre de gousses) ont été pris toutes les trois semaines a I’aide de métre ruban et un
pied a coulisse. A la fin de la culture, la masse séche de la partie aérienne, la masse de la partie

souterraine, et la masse séche totale ont été déterminées.
11.5. ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été réalisées a partir du logiciel Sigma Plot 12.0. L’analyse
ordonnée de la variance (ANOVA) a été effectuée pour déterminer les différences entre les
facteurs et le test de Turkey (HSD) pour comparer les différents traitements. Celle des données

des parametres de croissance des plantes s’est faite a partir du logiciel Statistica.
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I11.1. EVALUATION DE L’APTITUDE SOLUBILISATRICE DES SOUCHES
MICROBIENNES EN MILIEU SOLIDE ET EN MILIEU LIQUIDE

L’aptitude solubilisatrice des souches a été évaluée en milieu solide par I’index de

solubilisation (IS) et en milieu liquide par la quantité de phosphore solubilisé.

111.1.1 Evaluation de I’aptitude solubilisatrice des souches microbiennes testées en

milieu solide

Halo

Colonie

Figure 13. Formation d’Halo zone (jaune) autour d’une colonie (blanc)

Les microorganismes ont montré une grande diversité de solubilisation. En effet, 34 souches
ont été sélectionnées pour les tests en milieu solide dont 27 bactéries et 7 champignons. Ainsi,
16 souches ont solubilis¢ au moins un type de phosphate rocheux et 17 n’ont solubilisé aucun
phosphate rocheux (tableau 6). 11(onze) souches ont solubilisé le phosphate rocheux d’ Algérie,
08 ont solubilisé celui du Cameroun, 09 ont solubilisé celui du Mali, 04 ont solubilisé celui
Maroc et aucune n’a solubilisé celui de Mexique. Une souche solubilise un phosphate rocheux,
lorsqu’elle présente en milieu solide, un halo autour de la zone de dép6t (colonie) de la souche

bactérienne (Fig.13).

Tableau 6. Vitesse de solubilisation des différents phosphates rocheux par les souches en

fonction du temps

- : Pas de solubilisation + : Solubilisation
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Identification

Algérie

Mali

Cameroun

Maroc

Mexique

Souches

Solubilisation

Jours

Solubilisation

Jours

Solubilisation

Jours

Solubilisation

Jours

Solubilisation

Jours

2B

+

+

+

4B

8B

11B

12B

16B

54B

56B

57B

60B

64B

69B

87B

94B

107B

110B

112B

120B

139B

140B

144B

147B

149B

150B

166B

170B

171B

1F

31F

32F

33F

35F

36F

87F
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Les résultats obtenus montrent que la souche Plantibacter sp. a solubilisé quatre types
phosphates (Algérie, Cameroun, Mali, Maroc), quatre souches, Enterobacter sp.2,
Enterobacter sp.144, Sphingobacterium sp., Galactomyces sp. ont solubilisé trois types de
phosphates (Algérie, Cameroun, Mali), deux souches ont solubilisé 2 types de phosphates
rocheux (soit 16B pour Mali et I’ Algérie) et (Bacillus sp. pour Mali et le Cameroun), 3 souches
149B, 32F et 36F ont solubilisé¢ le phosphate rocheux d’Algérie, 2 souches 54B et 139B ont
solubilisé le phosphate rocheux du Mali, 57B et 64B ont solubilisé le phosphate rocheux du
Cameroun, 110B et 1F ont solubilisé le phosphate rocheux du Maroc. Les six meilleures
souches Enterobacter sp.2, Plantibacter sp., Enterobacter sp.144, Bacillus sp.,
Sphingobacterium sp. et Galactomyces sp. ont été utilisées pour le test en milieu liquide et le

test en serre.

111.1.2 Evaluation de I’aptitude solubilisatrice des meilleures souches microbiennes en

milieu solide et en milieu liquide

Apres revitalisation et purification, I’aptitude solubilisatrice des six meilleures souches
Enterobacter sp.2, Plantibacter sp., Enterobacter sp.144, Bacillus sp., Sphingobacterium sp. et
Galactomyces sp. a été évaluée par I’index de solubilisation(IS) en milieu solide et par la

quantité de phosphore solubilisé en milieu liquide.

111.1.2.1 Evaluation de I’aptitude solubilisatrice des meilleures souches microbiennes en

milieu solide

111.1.2.1.1 Capacité de solubilisation des meilleures souches en fonction de I’origine des

phosphates rocheux en milieu solide

Les résultats obtenus démontrent que toutes les souches présentent une capacité a
solubiliser au moins un type de phosphates rocheux (Fig. 14). C’est ainsi que, les six souches
ont solubilisé les phosphates rocheux du Cameroun et Mali. Quatre souches (Enterobacter sp.2,
Plantibacter sp., Enterobacter sp.144, Sphingobacterium sp. et Galactomyces sp. ont solubilisé
celui de I’ Algérie et deux souches (Plantibacter sp., Sphingobacterium sp.) ont solubilisé celui

du Maroc. Enfin, aucune souche n’a réussi a solubiliser le phosphate rocheux du Mexique.

En fonction du nombre de phosphate rocheux solubilise, on observe qu’il n’y a aucune
souche qui solubilise tous les cing phosphates rocheux. Les souches Plantibacter sp. et
Sphingobacterium sp. solubilisent quatre et mémes phosphates rocheux (Algérie, Cameroun,

Mali et Maroc). Les souches Enterobacter sp.2, Galactomyces sp., et Enterobacter sp.
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solubilisent trois et mémes types de phosphates rocheux (Algérie, Cameroun et Mali). La

souche Bacillus sp. a solubilisé deux types phosphates rocheux (Cameroun et Mali).

En fonction de chaque type de phosphate rocheux considéré individuellement, on
observe des différences significatives dans 1’aptitude a solubiliser des différentes souches.
Ainsi, pour I’ Algérie, on a 3 groupes des différences significatives les uns des autres. Le premier
représente par la souche Enterobacter sp.2 avec 1,503 comme index de solubilisation signifiant
une solubilisation. Le deuxiéme est représenté par Plantibacter sp., Enterobacter sp.144 et
Sphingobacterium sp. ayant respectivement 2,573 ; 2,853 et 2,47 comme index. Le troisiéme

est intermédiaire et représenté par Galactomyces sp. ayant 2,2 d’index.

Pour le Cameroun, trois groupes sont observés. Le premier est représenté par
Enterobacter sp.2, Enterobacter sp.144, et Bacillus sp. avec respectivement 1,49 ; 1,813 et 1,29
comme index. Le deuxiéme est représenté par Plantibacter sp., Enterobacter sp. et
Sphingobacterium sp. avec 3,557 et 3,213 respectivement comme index de solubilisation. Le

troisieme est représenté par le Galactomyces sp. ayant 4,5 d’index.
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Figure 14. Solubilisation de chaque type de phosphate rocheux par les différentes

souches
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Les différentes lettres dans le méme type de phosphate rocheux représentent les différences
significatives a P< 0,05.
Les lettres a, b, et ¢ représentent les groupes de différence d’aptitude solubilisatrice des

souches allant du plus faible au plus fort.

Pour le Mali, on observe deux groupes. Le premier est représenté par Enterobacter sp.,
Plantibacter sp.2, et Sphingobacterium sp. et Galactomyces sp. qui possédent respectivement
3,75; 3,623 ; 3,37 et 3,247 comme index de solubilisation. Le deuxiéme représenté par

Enterobacter sp.144 et Bacillus sp. d’index 1,373 et 1,423 respectivement.

Pour le Maroc, on observe trois groupes. Le premier est représenté par Enterobacter
sp.2, Enterobacter sp.144 et Galactomyces sp. d’index nul signifiant une non solubilisation. Le
deuxieme est représenté par Plantibacter sp. d’index 1,95. Le troisiéme est représenté par

Sphingobacterium sp. d’index de 3,23.

le Mexique n’a qu’un seul groupe de différences significatives représenté par les six

souches a index 0 de solubilisation indiquant ainsi qu’il n’y a pas eu de solubilisation.

111.1.2.1 .2 Aptitude des meilleures souches a solubiliser les phosphates rocheux en milieu
solide

Ces résultats permettent de faire une étude comparative entre les souches ainsi testées.

Cette étude tient compte de ’index de solubilisation et du nombre de phosphates rocheux

solubilisés.
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Figure 15. Aptitude des meilleures souches a solubiliser des cing phosphates rocheux

Les différentes lettres indiquent les différences significatives dans 1’aptitude

solubilisatrice des souches sélectionnées a P<0,05.

On constate ainsi qu’en fonction de 1’index de solubilisation, quatre groupes a, b, c et d
sont déterminés. Du moins efficient au plus efficient, on va distinguer : le premier (a) représenté
par Bacillus sp. ayant 0,543 d’index ; le deuxiéme (b) est représenté par Enterobacter sp.2, et
Enterobacter sp.144 ayant respectivement 1,349 et 1,208 d’index ; Sphingobacterium sp.
représente le troisieme (c) avec 1,989 d’index et le quatriéme (d) représenté par Plantibacter

sp. et Galactomyces sp. dont les index de solubilisation sont de 2,341 et 2,457 respectivement.

111.1.2.1.3 Solubilisation des phosphates rocheux selon leur origine
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Figure 16. Aptitude des phosphates rocheux a étre solubilisés par toutes les souches

Les lettres w, X, y et z représentent les groupes de différence d’aptitude a étre solubilisés
des phosphates rocheux allant du plus faible au plus fort.
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Les resultats obtenus révelent des différences significatives a P<0,05. Ils permettent en
effet de déterminer quel phosphate rocheux est le plus récalcitrant mais aussi lequel est le plus
solubilisé (Fig.16). La solubilisation étant variable d’un type de phosphate rocheux a I’autre,
on peut les classer du moins solubilisé au plus solubilisé. On a alors le phosphate rocheux

mexicain (0), marocain (0,863), algérien (1,933), camerounais (2,644) et malien (2,798).

111.1.2.2 Evaluation de ’aptitude des meilleures souches a solubiliser les différents types

de phosphates rocheux en milieu liquide

111.1.2.2.1. Aptitude des meilleures souches a solubiliser chaque type de phosphate
rocheux en milieu liquide

Les résultats obtenus démontrent que toutes les souches présentent une capacité a
solubiliser au moins un type de phosphates rocheux.

Les phosphates de 1’ Algérie et du Mexique ont été les mieux solubilisés. Le phosphate
rocheux du Cameroun est moyennement solubilisé, celui du Mali faiblement solubilisé et celui
du Maroc n’a pas été solubilisé (Fig. 17).0On peut observer que par rapport au témoin, les
souches présentent une meilleure solubilisation ( plus efficientes) ou une solubilisation égale (
moins efficientes). Il ressort alors des différences significatives dans le processus de
solubilisation de ces souches.

Solubilisé par les six souches avec une différence significative, le phosphate rocheux de
I’ Algérie est bien représenté dans le témoin. On peut les classer des moins efficientes aux plus
efficientes: Plantibactersp.2 (87,297mg/L) < Sphingobacterium sp.(127,297mg/L) <
témoin(240,934mg/l) < Enterobacter sp.2(390,934mg/L) < Enterobacter sp.144(465,479mg/l)
< Galactomyces sp.(529,115) < Bacillus sp.147B(794,57mg/L) (Fig.17). Pour le phosphate
rocheux du Cameroun, deux souches I’ont solubilisé Bacillus sp. et Enterobacter sp.144 avec
respectivement 288,206 mg/L et 80,934 mg/L de concentration en phosphate solubilisé.

Pour le phosphate rocheux du Mali, une seule souche Enterobacter sp.2 (250,025 mg/L)
I’a solubilisé.

Pour le Maroc, aucune souche testée ne 1’a solubilisé.

Pour le phosphate rocheux du Mexique, les souches présentent des aptitudes
solubilisatrices avec une différence significative. En classant de la moins efficiente a la plus
efficiente, on a : présent en traces dans le témoin et la souche Bacillus sp. qui n’a pas solubilisé,

Galactomyces sp.avec 1088,206 mg/L de concentration en phosphate solubilisé, Enterobacter

o P AT o B~ PR B~ N S PR T 52~ W S AT P 5~ N 2 A PT CP ~M  APAT UP  ~ ME SPA

Mémoire présenté par André KLAPAT DIPES 11 Année académique 2015/2016




sp.144 avec 1180,934 mg/L, Plantibacter sp. avec 1213,661 mg/L, Enterobacter sp.2 avec 1305
mg/L et Sphingobacterium sp. avec 1833,661 mg/L (Fig. 16).
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Figure 17. Solubilisation de chaque type de phosphate rocheux par les différentes
souches en milieu liquide
Les différentes lettres se trouvant sur les mémes phosphates rocheux indiquent les
différences significatives dans 1’aptitude solubilisatrice des souches pour chaque phosphate
rocheux a P<0,05.
Les lettres a, b, et ¢ représentent les groupes de différence d’aptitude solubilisatrice
des souches allant du plus faible au plus fort.

111.1.2. 2.2 Aptitude des meilleures souches a solubiliser tous les types phosphates rocheux
en milieu liquide
Ces résultats permettent de faire une étude comparative entre les souches ainsi testées.

Cette étude tient compte de la quantité de phosphate solubilisé et du nombre de phosphates

rocheux solubilisés (Fig.18). Ainsi, on a : Enterobactersp.2 qui a plus solubilisé avec 405,474
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mg/L comme concentration de phosphate solubilisé. 1l est suivi de Sphingobacterium avec
392,192 mg/L, Enterobacter sp.144 avec 329,283 mg/L, de Galactomyces sp. avec 323,464
mg/L, de Plantibacter sp. avec 260,192 mg/L et de Bacillus sp. avec 216,555 mg/L.
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Figure 18. Aptitude des souches a solubiliser des cing phosphates rocheux

Les différentes lettres indiquent les différences significatives a P<0,05 dans I’aptitude a
solubiliser globalement les cing phosphates rocheux par ces meilleures souches.

Les lettres a, et b représentent les groupes de différence d’aptitude solubilisatrice des
souches allant du plus faible au plus fort.

111.1.2. 2.3 Capacité de solubilisation des phosphates rocheux par rapport a leur origine

Ces résultats nous révélent I’aptitude de chaque type de phosphate rocheux a étre
solubilisé. Ils permettent de dire quel phosphate rocheux est récalcitrant et quel est le plus
solubilisé. Le phosphate rocheux du Maroc n’est pas solubilisé. Le phosphate rocheux du Mali
est le moins solubilisé avec 35,718 mg/L de phosphate solubilisé suivi de celui du Cameroun
avec 52,734 mg/L de phosphate solubilisé, vient celui de 1I’Algérie avec 376,518 mg/L. Le
phosphate rocheux du Mexique est bien solubilisé avec 945,992 mg/L de phosphate solubilisé
(Fig.19).
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Figure 19. Aptitude des phosphates rocheux a étre solubilisé par toutes les souches
La Solubilisation des phosphates en milieu liquide a révélé des différences significatives
a P <0,05 entre les différentes origines des phosphates rocheux (Fig.19) a étre solubilisés.
Les lettres w, X, ety représentent les groupes de différence d’aptitude a étre solubilisés
des phosphates rocheux allant du plus faible au plus fort.

111.2 TEST DPANTAGONISME
Les interactions entre les différentes souches combinées au hasard ont été déterminées

par un test d’antagonisme en boite de Pétri. Les souches présentant un effet protagoniste ont été
utilisées en consortium.

Figure 20. Test d’antagonisme entre les microorganismes sélectionnés
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111.3. INFLUENCE DE L’ INOCULATION DES SOUCHES SOLUBILISATRICES SUR
LA CROISSANCE DU SOJA (Glycine max L.)

111.3.1 Influence de I’inoculation sur la croissance du soja trois semaines apres les semis
Tableau 7. Longueur de la tige, diamétre au collet et nombre de feuilles des plantules de soja

trois semaines apres semis

longueur de la tige (a) Diameétre au collet (b) Nombre des feuilles (c)
Déviation Déviation Déviation
Traitement | Moyenne standard |Moyenne |standard Moyenne standard
T- 38,60bc 1,6 0,2 0 4,33ab 0,6
T+ 34,73bc 2,6 0,2 0 5,00b 0,0
A 34,00bc 3,0 0,2 0 4,67ab 0,6
B 26,53abc 2,5 0,2 0 4,00ab 1,0
C 36,30bc 0,7 0,2 0 4,67ab 0,6
D 34,13bc 3,2 0,2 0 4,67ab 0,6
E 37,40bc 1,5 0,2 0 4,67ab 0,6
F 20,53a 2,1 0,2 0 2,67ab 1,5
AB 37,80bc 2,0 0,2 0 Sb 0,0
AC 40,80cd 3,6 0,2 0 5,00b 0,0
AD 32,60ab 0,4 0,2 0 5,67b 1,2
BC 25,67abc 3,4 0,2 0 5,00b 0,0
BD 8,00d 0,9 0,2 0 4,67ab 0,6
CD 34,63bc 19 0,2 0 5,00b 0,0
EF 22,10ab 2,1 0,2 0 4,67ab 0,6
ABC 39,73bc 4,1 0,2 0 4,33ab 0,6
ABD 25,20abc 0,7 0,2 0 4,33ab 0,6
ACD 25,93abc 3,0 0,2 0 4,33ab 0,6
BCD 20,27a 3,0 0,2 0 4,00ab 1,0
ABCD 29,10ab 2,1 0,2 0 4,00ab 1,0
(a) Source de Variation DF SS MS F P
Entre groupes 19 3207,599 168,821 28,772 <0,001
Résiduel 40 234,7 5,867
Total 59 3442,299
(b) Source de Variation DF SS MS F P
Entre groupes 19 0 0 1 1
Résiduel 40 0 0
Total 59 0
(c) Source de Variation DF SS MS F P
Entre groupes 19 20,933 1,102 2,204 0,018
Résiduel 40 20 0,5
Total 59 40,933
R R R R R R R RIS
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Le tableau 7 indique une différence significative P< 0,05 entre les différents traitements
en ce qui concerne le nombre de feuille et la longueur de la tige a la troisieme semaine mais
pas en ce qui concerne le diameétre au collet.Les différentes lettres correspondent aux différents
groupes de différences significatives pour les différents parametres agronomiques.

La longueur de la tige varie en fonction des différents traitements. Chez les témoins, la
plus grande longueur est observée au traitement T- avec 48 cm et la plus petite au traitement
T+ avec 20,267 cm en moyenne de long. Le traitement ABC est le consortium qui présente la
plus grande hauteur (13,97cm) et le traitement C (12,27 cm) présente la plus grande parmi les
traitements inoculés isolement. Le diametre (0,2 mm) au collet a trois semaines ne varie pas
d’un traitement a 1’autre alors que le nombre de feuille varie entre 3 (F) et 6 ( AD). Les autres
traitements inoculés possédent le nombre de feuilles variant entre 4 et 5 ( Tableau 7).

111.3.2 Influence de ’inoculum sur la croissance du soja six semaines apreés les semis
Le tableau 8 indique des différences significatives P< 0,05 entre les différents
traitements concernant le nombre des feuilles et la longueur de la tige, le diamétre au collet et

le nombre des gousses a la sixsieme semaine.

On observe que le traitement T+ a une longueur de la tige plus grande que T-. Parmi les
isolements, le traitement D présente la plus grande longueur de la tige avec 159,85cm et F a la
plus petite longueur de la tige avec 52,25 cm (Tableau 8).Le consortium CD présente la plus

grande longueur de la tige avec 134,15cm et le BD présente la plus petite avec 51 cm.

Sagissant du diametre au collet, il varie de 0,2 & 0,317cm dans 1’ensemble des
traitements effectués. Ainsi, T- a un diamétre au collet (0,217 cm) que T+ (0,3cm). L’isolement
ayant le grand diamétre est D avec 0,3mm et C a le petit diamétre qui est de 0,2 mm. Le
consortium ayant le plus fort diamétre au collet est ACD (0,317mm) celui ayant un faible
diametre (0,2mm) est BD (Tableau 8).

En six semaines, le témoin T- (13) possede plus des feuilles que le témoin T+ (11).
L’isolement D a le plus grand nombre de feuilles (11) et C présente le petit nombre de feuilles
(7). Parmi les consortiums, BCD présente le plus grand nombre de feuilles (16) alors que BD a
le plus faible nombre (6) de feuilles (Tableau 8).

En ce qui concerne le nombre de gousses, T+ (8) présente plus de gousses que T- (7).
Les isolements C et F ont un nombre de gousses faible (2 et 3) alors que D a un grand nombre
de gousses (7). Le consortium CD présente le plus grand nombre de gousses (11) alors BD a un

faible nombre(0) des gousses.
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Tableau 8. Longueur de la tige, diamétre au collet, nombre de feuilles et nombres de gousses

du soja six semaines aprés semis

Longueur de la tige (a) Diametre au collet (b) Nombre de feuilles(c) | Nombre de gousses(d)
Déviation | Moyenne en | Déviation Déviation Déviation

Traitement | Moyenne en cm |standard | mm standard Moyenne |standard | Moyenne standard

T- 112,50def 2 0,22a 0,1 13,00abc | 2,0 6,67abc 2,6

T+ 127,44fg 3,6 0,30 a 0,1 11,00abc | 3,0 7,67abc 0,6

A 131,70fg 11,4 0,23a 0,1 9,67abc 2,5 3,67ab 2,6

B 67,15ab 1,4 0,23a 0,1 8,00abc 3,0 4,67abc 1,6

C 58,80ab 8,4 0,20 a 0,0 6,67ab 1,6 2,00ab 1,0

D 159,85h 7,7 0,30a 0,0 10,67abc | 1,6 6,67abc 0,6

E 105,80cde 2,8 0,25a 0,0 9,67abc 1,6 5,67abc 0,6

F 52,25a 2,3 0,30a 0,1 9,34abc 1,6 2,67ab 2,6

AB 57,20ab 6,0 0,23a 0,1 8,67abc 1,6 6,00abc 0,0

AC 116,20efg 6,2 0,28a 0,1 9,34abc 31 3,67ab 3,3

AD 93,80bcd 58 0,30a 0,1 11,34abc |6,9 5,00abc 4,4

BC 90,60bc 6,4 0,25a 0,1 13,00abc | 2,0 6abc 2,7

BD 51,00a 1,8 0,20a 0,0 6,00a 1,0 0,00a 0,0

CD 134,15fg 8,0 0,25a 0,1 7,00ab 2,0 10,67 ¢ 3,1

EF 95,20bcd 2,2 0,28a 0,1 13,67abc | 3,6 8,00abc 0,0

ABC 98,85bcd 9,7 0,28a 0,1 11,00abc | 0,0 3,00ab 3,0

ABD 127,10fg 17,1 0,26a 0,1 10,00abc | 4,0 8,67bc 2,6

ACD 57,90ab 2,4 0,32a 0,1 14,67bc 2,6 5,00abc 1,8

BCD 77,65bc 2,7 0,27a 0,1 15,34c 0,6 6,00abc 2,0

ABCD 89,65hbc 2,85 0,25a 0,1 11,00abc | 1,0 6,00abc 2,0

Source de Variation DF SS MS F P

(a)Entre Groupes 19 57176,504 3009,29 65,624 <0,001

Résiduel 40 1834,262 45,857

Total 59 59010,765

(b)Entre groupes 19 10,0689 0,00363 1,913 0,042

Résiduel 40 0,0758 0,0019

Total 59 0,145

(c)Entre groupes 19 377,517 19,869 2,825 0,003

Résiduel 40 281,333 7,033

Total 59 658,85

(d)Entre groupes 19 347,517 18,29 3,837 <0,001

Résiduel 40 190,667 4,767

Total 59 538,183
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Tableau 9. Masse seche aérienne, masse séche racinaire et masse seche totale du soja six

semaines apres les semis

Masse séche aérienne (a)

Masse séche racinaire(b)

Masse séche totale(c)

Déviation Déviation Déviation

Traitement | Moyenne standard Moyenne |standard Moyenne standard
T- 2,16 fgh 0,1 0,345ab 0,085 2,505 cdefg | 0,045
T+ 2,55h 01 0,515abc |0,065 3,065 fg 0,045
A 1,47 abcd 0,1 0,21a 0,1 1,71 ab 0,1
B 1,66bcde 0,1 0,79c 0,1 2,17 abcdef |0,5
C 0,98a 0,6 0,31ab 0,1 1,60 a 0,2
D 2,15dfgh 0,1 0,38 ab 0,1 2,50bcdefg |0,2
E 1,37abc 0,2 0,20 a 0,0721 1,57 a 0,2
F 1,25ab 0,1 0,31 ab 0,1 1,56 a 0,1
AB 2,49gh 0,1 0,79¢c 0,0 3,284 0,1
AC 1,50abcd 0,2 0,19a 0,1 1,66 ab 0,3
AD 2,48fgh 0,1 0,44 abc 0,1 2,92 defg 0,055
BC 1,79bcde 0,5 0,32 ab 0,2 2,11abcdef |0,625
BD 1,42abc 0,2 021a 0,1 1,62 a 0,2
CD 2,22fgh 1,0 0,48 abc 0,1 2,69 ab 0,1
EF 1,81abcdef |[0,1 0,39 ab 0,2 2,21abcdef (0,2
ABC 1,86abcdfg |0,1 0,38 ab 0,1 2,24abcdef |0,2
ABD 2,33fgh 0,2 0,66bc 0,3 2,99 efg 0,2
ACD 1,70bcde 0,2 0,33 ab 0,1 2,10 abc 0,2
BCD 1,99bcdfgh |0,3 0,45 abc 0,2 2,33 abcdef | 0,5
ABCD 1,83abcefg |0,3 0,42 ab 0,2 2,24 abcdef 0,5
Source de Variation DF MS SS F P
(a)Entre groupesl9 11,173 0,588 12,24 <0,001 <0,001
Résiduel 40 1,922 0,048
Total 59 13,095
(b)Entre groupes19 1,749 0,0921 6,908 <0,001
Résiduel 40 0,533 0,0133
Total 59 2,282
(c)Entre groupes19 16,547 0,871 11,184 <0,001
Résiduel 40 3,115 0,0779
Total 59 19,662
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Le tableau 9 présente les variations de la masse seche aérienne, masse seche racinaire et
masse séche totale du soja six semaines aprés semis. Elles présentent des différences
significatives.

On observe que T+ présente une masse seche aérienne de 2,55 g plus grande que celle
de T-(2,16 g). Parmi les traitements inoculés isolement D présente une masse seche aérienne
plus élevée (2,105¢) et C possede la plus faible (0,98g). Les consortia AB et AD présentent des
masses seches aériennes plus élevees (2,499 ; 2,48g) alors que BD posséde la plus faible
(1,415g).

Concernant la masse séche racinaire, observe que T+ présente une masse de 0,515g plus
grande que celle de T-(0,345g). Parmi les traitements inoculés isolement B présente une masse
séche racinaire plus élevée (0,785g) et A et F possédent la plus faible (0,21g; 0,29). Le
consortium AB présente une masse seche racinaire plus élevée (0,79g) alors que le consortium
AC possede la plus faible (0,185g) (Tableau 9).

Le tableau 9 montre que T+ présente une masse séche totale de 3,065g plus grande que
celle de T-(2,505¢g). Parmi les traitements inoculés isolement D présente une masse séche
racinaire plus élevée (2,485 g) et E posséde la plus faible (1,5679). Le consortium AB présente

une masse seche totale plus élevée (3,28g) alors que BD posséde la plus faible (1,629).
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La solubilisation des types de phosphate rocheux est marquée par 1’apparition d’une
zone d’halo autour de la colonie, ceci s’expliquerait par la libération des acides organiques par
les microorganismes a savoir les acides formique, acétique, butyrique, lactique, aliphatiques et
aromatiques, entrainant ainsi une baisse du pH du milieu (Gaur 1990, Rodriguez et Fraga 1999).
La faible solubilisation observée chez certaines souches pourrait étre attribuée a la faible
diffusion dans le milieu solide, des acides produits par ces bactéries au cours de leur croissance
(Nautiyal 1999).

Pour évaluer la capacité des souches a solubiliser en milieu solide, les indices de
solubilisation (IS) calculés varient entre 1,22 et 4,71. Ces valeurs se rapprochent de celles
trouvées par Babana et al. (2013), Fankem et al.(2014a) qui, en travaillant sur la solubilisation
des phosphates rocheux par quelques souches microbiennes du genre Penicillium ont
respectivement obtenu des valeurs d’IS compris entre 1,00 et 3,60 d’une part et d’autre part
1,44 et 4,74. Cependant, ces valeurs sont différentes de celles obtenues par Qureshi et al. (2012)
qui ont caracterisé les souches de Bacillus en boite de Pétri contenant le milieu de Pikovskaya
(Pikovskaya 1948) qui indique des index variant entre 3,6 - 3,8. Cette différence serait due aux

types de microorganismes, ainsi qu’aux types de phosphates que contient le milieu.

La capacité de solubilisation des types de phosphate en milieu solide a montré que le
phosphate rocheux du Mali (IS = 2,80) est le plus solubilisé, suivi de celui du Cameroun (IS =
2,64), de I’ Algérie (IS = 1,93), du Maroc (IS =0,86) et enfin du Mexique qui n’est pas solubilisé
(IS=0). Ces resultats se rapprochent de ceux trouvés par Fankem et al. (2014b) au cours d’une
¢tude portant sur I’effet des bactéries (Panthoea sp., Klebsiella sp. et Bacillus sp.)
solubilisatrices des phosphates sur la croissance et le rendement du soja indiquant que le PR du

Mali est le plus facile a solubiliser par rapport aux PR de 1’ Algérie, Mexique et du Maroc.

Sur les 32 souches utilisées pour la caractérisation en milieu solide, six ont pu solubiliser
les cing types de phosphate avec un indice variant de 1,22 a 4,71. Galactomyces sp est la
meilleure souche en milieu solide avec un indice de 2,46. Elle est suivie de Plantibacter sp.
avec pour IS 2,34 ensuite de. Sphingobacterium sp.et Enterobacter sp.144 avec pour 1S 1,99
et 1,35 respectivement et enfin la souche la moins efficiente est Bacillus sp. avec un IS de 0,54.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Fankem et al. (2014a) indiquant que les PR du
Maroc et du Mexique sont les plus récalcitrants. Ce caractére récalcitrant du phosphore rocheux

du Maroc notamment en milieu solide a été deja mis en évidence par Fankem et al. (2014a) au
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cours d’une étude sur la solubilisation des phosphates rocheux de 1’ Algérie, Mali et Maroc par

différentes souches de genre Penicillium, isolées de trois zones agro écologique du Cameroun.

L’efficacité des souches en milieu liquide a été évaluée par la quantité du phosphate
solubilisé avec des concentrations variant de 122,75 a 3103,66 mg/l. Les souches ont solubilisé
au moins deux des quatre types de PR (Algérie, Cameroun, Mali et Maroc). Le phosphate
rocheux du Mexique qui n’a pas été en milieu solide est le plus solubilisé en milieu liquide
(945,99 mg/L), suivi de celui de 1’ Algérie (376,52 mg/L), du Cameroun (52,73 mg/L), du Mali
(IS =0,86) et enfin le Maroc n’est pas solubilisé. Enterobacter sp.2 est la meilleure souche
solubilisatrice en milieu liquide (405,547 mg/L), suivie de Sphingobacterium sp. (392,19
mg/L), Enterobacter sp.144 (329,28 mg/L), Galactomyces sp. (323,46 mg/L), Plantibacter sp.
(260,19 mg/L), enfin de Bacillus sp. (216 mg/L). Ces résultats se rapprochent de ceux de
whitelaw (2000) et Panwhar et al. (2011) qui avaient découvert que les souches bactériennes
des genres Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter et Rhizobium sont des puissants
solubilisateurs de phosphate. Ceci confirme les résultats de (Gupta et al. 1994 ; Jorhi 1999 ;
Fankem et al. 2006) qui ont montré que plusieurs microorganismes incapables de produire des
zone d’halo autour de leurs colonies en milieu solide peuvent solubiliser les phosphates
inorganiques en milieu liquide. Cette absence de zone d’halo serait due a une faible diffusion
des acides organiques produits par ces bactéries au cours de leur croissance, ce qui confirme le
mécanisme de solubilisation par les acides organiques dans les sols acides du Cameroun
défendu par Fankem et al. (2008). Ceci indique que 1’halo zone comme seul critére de sélection
des MSP est insuffisant, mais reste important dans la mesure ou il permet une détection rapide
et peu colteuse des MSP (Fankem 2007).

Les résultats obtenus en milieux solide et liquide pour le phosphate rocheux du Mali
montrent une réversion d’aptitude solubilisatrice entre les souches testées. Par ailleurs, on note
une nette conservation des performances de Sphingobacterium sp. par exemple dans ces
milieux. Cette observation a été faite par Atekan et al. (2014) dans une étude portant sur le
potentiel solubilisateur de phosphate des bactéries isolées des déchets de canne a sucre. La
quantité assez importante de phosphore soluble dans le milieu témoin contenant le phosphate
rocheux de I’ Algérie peut s’expliquer par une facilit¢ qu’a le phosphore d’étre extrait de cette

roche par agitation.

La solubilisation des phosphates dans les milieux solides et liquides s’accompagne

géneralement de la baisse du pH du milieu bien qu’aucune corrélation positive n’ait pas ete
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observée. Leandro et al. (2011) ont montré au cours d’une étude sur la solubilisation des
phosphates inorganiques par les souches isolées des légumineuses qu’il existe une corrélation
positive entre la quantité de phosphate solubilisée et la baisse du pH du milieu de culture. En
effet, la baisse du pH dans un milieu ferait parti du principe de base de solubilisation des
phosphates et serait liée a la production des acides organiques et a la libération des protons
dans le milieu de culture (Sperber 1958 ; Lin et al. 2006 ; Leandro et al. 2011).

L’inoculation des microorganismes solubilisant le phosphate dans la culture du soja a
significativement affecté sa croissance durant les six semaines qu’ont duré 1’essai. En effet, de
nombreux chercheurs ont montré que 1’utilisation des MSP augmentait considérablement la
production végétale (Chabot et al.1996, Fankem 2007, Yanzdani et al. 2009, Hussain et al.
2013). Ce qui appuie les conclusions d’Asea et al. (1988), stipulant que les racines des plantes
stimulent les MSP. Bien que tous les traitements microbiens ne donnent pas des résultats
supérieurs aux témoins positif et négatif, les meilleurs résultats sont obtenus aux traitements
microbiens. Ceci montre que la solubilisation du phosphate par les MSP a contribué a la
croissance des plantules du soja. Par ailleurs, si certains traitements microbiens fournissent des
résultats supérieurs au témoin positif notamment qui a recu le phosphate soluble, cela signifie

que les MSP ont été tres efficients (Hussain et al. 2013).

Au cours de notre étude, nous avons observé une différence significative en ce qui
concerne les données des parameétres de croissance du soja. Cette différence provient
essentiellement des différents traitements effectués au cours de I’expérimentation en serre.
Comparés aux inoculations a la souche unique, les traitements en consortium favorisent une
meilleure biodisponibilité du phosphore assimilable a la plante. Les résultats obtenus six
semaines apres semis attestent que la majorité des consortiums ont un effet positif sur le nombre
de feuille, la hauteur de la tige, le diamétre de collet, le nombre de gousses et la matiére végétale
seche. Pour la longueur de la tige, le consortium CD a permis une longueur de 134,50 cm bien
supérieure a T+ (127,43cm) et T-(112,50 cm). Pour le diametre au collet, le consortium ACD
est meilleur avec un diametre de 0,317 cm. S’agissant le nombre de feuilles, le consortium
BCD est le meilleur traitement avec environ 16 feuilles suivi de ACD avec environ 15 feuilles
comparés a T- (13) et T+ (11) ou au meilleur traitement en inoculum isolé qui est D (environ
11 feuilles). Pour la masse séche totale, le consortium AB est le meilleur traitement avec
3,28mg comparé avec T+ (3,07 mg) et le meilleur inoculum isolé qui est D (2,49 mg). Pour le
nombre de gousses, T+ (8) presente plus de gousses que T- (7). Les isolements C et F ont un

nombre de gousses faible (2 et 3) alors que D a un grand nombre de gousses (7). Le consortium
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CD présente le plus grand nombre de gousses (11) pour I’ensemble des traitements. Ceci peut
tout simplement s’expliquer par le fait qu’en combinant les traitements microbiens, les
microorganismes ont une synergie d’action au niveau de la rhizosphére qui favorise la
mobilisation du phosphore contenu dans les pools organiques pour une assimilation facile par

la plante et par consequent une augmentation de la croissance végétale (Pal 1998).

Ces résultats montrent que les souches ont solubilisé le phosphate rocheux insoluble et
ont mis a la disposition des plantes le phosphore nécessaire a leur croissance étant donné que
le sol utilisé pour I’expérience est pauvre en phosphore disponible (9,89 mg/kg). Ces souches
sont donc efficientes dans I’amélioration de la solubilisation des phosphates rocheux
(Gyaneshwar et al. 2002) et montrent que les MSP sont efficients dans 1’amélioration de la
croissance et le rendement des cultures (Hussain et al. 2013). Mehta et Nautiyal (2001) ont
relevé également que 1’utilisation simultanée des MSP augmente la capacité d’absorption du

phosphore par les plantes.
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La didactique et la pédagogie sont deux disciplines essentielles et constitutives de 1’éducation.

La didactique est une science de 1’éducation qui a pour but 1’étude des processus de
I’enseignement et de 1’apprentissage et de celle de I’¢laboration rationnelle des programmes
scolaires des enseignements a dispenser.

La didactique d’une discipline étudie les différents processus de transmission des

savoirs relatifs a la discipline considérée et leur acquisition par les éleves.

La pédagogie est une théorie de I’enseignement, qui s’est imposée a partir du XIX siecle
comme de science de I’éducation, ou didactique expérimentale, et s’interroge aujourd’hui sur
les conditions d’acquisition du savoir, d’apprentissage sur le contenu et 1’évaluation de celui-
ci, sur le role de I’éducateur et de 1’éléve dans le processus éducatif et plus globalement sur les
finalités de cet apprentissage, indissociable d’une norme sociale et culturelle.

Dans le cadre des Sciences de la Vie et de la Terre (SVT), les contenus des programmes
par le Ministére des Enseignements Secondaires ont longtemps été élaborés selon 1’ Approche
par Objectifs (APO) ou la Pédagogie par Objectifs (PPO) dont les insuffisances ne sont plus a
démontrer. Cette PPO est encore appliquée dans notre systéeme éducatif au niveau du second
cycle de [I’enseignement secondaire. De nos jours, elle évolue progressivement vers une
structure intégrée favorable a une orientation explicative, expérimentale des enseignements et

surtout vers une Approche Par Compétence (APC).

Ces enseignements de SVT considérés comme activités d’éveil, d’éducation et de
formation, trouvent en ce mémoire un support didactique dans la mesure ou ce travail porte sur
des activités d’observations (contexte), d’hypothése (problématique), expérience, de collectes
des données (résultats), d’analyses, d’interprétation et de conclusion. Ce travail est en accord
avec la démarche expérimentale Observation- Hypothése- Expérience —Résultat- Interprétation
- Conclusion (OHERIC) telle que souhaitée par I’APO et exigée par I’APC.

Nous pouvons grace aux travaux réalisés dans ce mémoire, dispenser la lecon 2 du
Chapitre 1V des classes de secondes « Réle du sol dans la production primaire : Influence des
microorganismes solubilisant les phosphates sur la production végétale ». Nous devons pour y
parvenir, réaliser une fiche pédagogique de la lecon a dispenser, un outil primordial de

I’enseignant en salle de classe.
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FICHE PEDAGOGIQUE DE PREPARATION D’UNE LECON SELON L’APO

ETABLISSEMENT : LYCEES ET COLLEGES DU |Nomet Prénom : André KLAPAI
CAMEROUN
THEME : Mle : 06Y109 Tel : 653488961/ 694569670
SOL ET  PRODUCTION | NIVeau:s
PRIMAIRE
CHAPITRE : ROLE DU SOL DANS LA PRODUCTION | Date Fonction du planning
PRIMAIRE annuel
TITRE DE LA LECON: Classe 2" A ouC
Influence des microorganismes solubilisant les | Effectif : G: F:
. - : Durée 2h
hosphates sur la production végetale : cas du soja
priosphates sur a prociction veg 10l Période 8h20-9n10
Objectif Pédagogique | A la fin de cette lecon 1’apprenant doit étre capable de déterminer 1’influence des microorganismes
Opérationnel : - . o
solubilisant les phosphates sur la croissance des végétaux.
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2

DEVELOPPEMENT

Objectifs Contenus spécifiques aux OPI Enseignant Apprenants
Pédagogiques
Intermédiaires
1- Role du phosphore pour un végétal Evaluation
Le phosphore est un élément indispensable et formative
: L Pose des
L éleve doit atre irremplacable pour les besoins vitaux des plantes. 11 est questions :
capable de : un élément essentiel a la croissance et au Ry : donner
: I’importance du
A sveloppement des végétaux. ren n facteur croissance et
_donner le réle développement des végétaux. Sa carence est un facteu Donner développement phosphpre pour
du phosphore | limitant & la production agricole. Le phosphore I’importance du un végetal
our un végetal | . : . : hosphore :
P g intervient dans le transfert d’énergie (ATP), dans la Phosp R2:
L \ A e . Transfert
transmission des caractéres héréditaires (Acides . | d’énergie et
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. : maturation,
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santé du
I’enracinement précoce, la santé des végétaux et vegetal

I’abondance des récoltes. La carence en phosphore se
manifeste chez les végétaux par une diminution du
développement des racines, une coloration plus foncée

des feuilles et la nécroses des limbes
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L’éleve doit étre

2-Origine du phosphore
Les sources de P dans le sol sont la roche mére,
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capable de : les résidus végétaux, les engrais apportés et de
matiéres résiduelles fertilisantes (MRF).Les apports de En_grgls Evaluat_lon
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> :
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4-Importance des microorganismes solubilisateurs

Citer les

(H2POgset
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du phosphate différents MSP | HPO4%)
Dans les sols agricoles, la dissolution des phosphates
inorganiques est étroitement liée a [’activité des
microorganismes du sol. En effet, on retrouve dans les R5: Donner
i . . Libérer du Pi | ’importance des
- sols un nombre important de microorganismes du sol, q | . .
= ans a | microorganismes
UEJ Donner notamment les bactéries, les champignons, les algues Donner solution du sol | du sol
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W | importance et les plantes capable de libérer du Pi & partir des tmportance P
a des des substances | formes
9 microorganisme | formes  organiques et notamment des minéraux sécréter par les | organiques en
w ili . I . MSP sécrétant  des
> | s solubilisant le | hhosphatés du sol. La solubilisation de P minéral .
W | phosphore acides
s’effectue par la sécrétion de ligands ou acides organiques
organiques qui vont se complexer avec le calcium, le
fer ou I’aluminium, libérant ainsi du Pi dans la solution
du sol.
Evaluation
Face au probléme d’infertilité des sols pauvres en phosphore disponible que rencontre 1’agriculture camerounaise, | Sommative
& e . . . . . , . Nommer les
= I’utilisation des microorganismes solubilisant les phosphates est une alternative agronomique, économique et formes des
3 écologiquement envisageable. L’apport des MSP tels que Sphingobacterium sp., Enterobacter sp.2, Plantibacter sp. et | phosphates 10mn
@)
% Galactomyces sp. dans le sol augmente considérablement la production de la biomasse végétale. Comment peut-on évaluer Donner
O . . . . )
cette augmentation de la production de la biomasse chez le soja ? I’importance
MSP
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Le but de cette étude était d’évaluer ’aptitude de certaines souches a solubiliser les
phosphates rocheux de différentes origines en milieux solide et liquide et de déterminer I’effet
de I’inoculation sur la croissance du Soja, Les tests de solubilisation en milieu solide ont permis
de sélectionner six souches présentant de meilleures aptitudes solubilisatrices sur la base du
calcul des IS. Par ailleurs, le test de I’aptitude solubilisatrice en milieu liquide était nécessaire
pour permette de confirmer les performances observées en boite de pétri. L’inoculation des
meilleures souches en pots a permis de déterminer 1’influence sur la croissance du soja,
notamment 1’augmentation de la biomasse du soja. En effet, il s’est avéré que les traitements
microbiens isolement ou en consortium ont présenté de bonnes performances comparées au
témoin négatif. Ces traitements en général (Enterobacter sp.2, Galactomyces sp. plantibacter
sp. et Sphingobacterium sp.) et surtout en consortium (CD, ACD, BCD et AB) améliorent la
croissance par rapport au témoin positif qui a recu le phosphore soluble et au témoin négatif qui
a recu le phosphate rocheux du Cameroun mais sans traitements microbiens. Toutefois, il est
nécessaire de poursuivre cette étude en effectuant des tests en champ pour confirmer les

résultats obtenus en serre.
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