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RESUME 
Le Maroc possède la plus grande réserve de phosphate, constituant environ 75 % de la réserve mondiale 

estimée. Cependant, le processus de traitement de la roche phosphatée génère d'importants sous-

produits, notamment les boues de lavage phosphatées, qui renferment des quantités substantielles de 

phosphore sous une forme insoluble. Ces boues phosphatées sont stockées dans de grands bassins 

couvrant de grandes surfaces et leur accumulation pose un problème de capacité de stockage. Par 

conséquent, le recyclage des boues phosphatées est obligatoire afin de consommer les quantités 

produites chaque année. Les boues phosphatées peuvent être réutilisées comme source de phosphore 

pour les plantes. Cependant, Les plantes n'utilisent que les ions orthophosphates primaires et secondaires 

chargés négativement (H2PO4- et HPO42-) comme nutriments. Par contre, la plupart du phosphore dans 

les boues existe sous diverses formes insolubles. Ce qui nécessite une mobilisation des formes insolubles 

sous une forme pouvant être assimilée par les plantes. Cette mobilisation peut être assurée par différents 

microorganismes notamment les bactéries solubilisatrices de phosphate (BSP). Notre étude s’insère dans 

ce contexte et se propose d’étudier l’apport des souches bactériennes capables de solubiliser les 

phosphates comme solution innovante pour l’enrichissement du phospho-compost et l’amélioration de 

ses performances. Dans la présente étude, nous avons constitué une collection de 87 isolats bactériens, 

dont 56 proviennent de la rhizosphère de l’olivier et 31 ont été isolés à partir de boues phosphatées. 

L’analyse génétique montre une diversité de genres et d'espèces avec la présence de trois phylums : 

Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria avec une dominance du genre Bacillus. Ces isolats 

bactériens ont montré diverses activités de promotion de la croissance des plantes, ainsi que des activités 

de contrôle des stress biotiques et abiotiques. De plus, toutes les souches sélectionnées peuvent 

solubiliser la roche phosphatée, avec des concentrations de phosphate soluble allant jusqu’à 227 µg/mL. 

Au total, six souches bactériennes, dont trois provenant de la rhizosphère de l’olivier (Pseudomonas 

moraviensis HFBPR01, Bacillus aryabhattai HFBPR04 et Baillus cereus HFBPR40) et trois de la boue 

phosphatée (Brevibacterium frigoritolerans HFBP01, Bacillus vallismortis HFBP15 et Streptomyces 

venezuelae HFBP26) ont été choisies pour des tests d’inoculation. Ces souches ont montré une 

solubilisation efficace de la boue phosphatée et une activité de biocontrôle contre divers pathogènes 

fongiques. L’inoculation simple par la souche HFBP26, le consortium C1 (HFBPR01, HFBPR04 et 

HFBPR40) et le consortium C2 (HFBP01, HFBP15 et HFBP26) a prouvé une augmentation 

significative de la biomasse sèche des pousses de haricot. La combinaison de HFBP01 et HFBP15 a 

montré une augmentation importante de la biomasse sèche racinaire. L’application des boues de lavage 

des phosphates dans le sol améliore sa composition minérale, en particulier les teneurs en phosphores 

assimilable et totale. L'utilisation du consortium bactérien C3 (C1+C2) a considérablement amélioré la 

biodisponibilité du phosphore et du potassium, entraînant une meilleure croissance des plantes dans un 

sol enrichi de 5 % de boue phosphatée. 

Mots-clés : Boue de phosphate, Valorisation Bactéries solubilisatrices de phosphate, Promotion de la 

croissance des plantes, séquençage d'ARNr 16S, inoculation.  
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ABSTRACT 
Morocco holds the largest phosphate reserve, constituting approximately 75% of the estimated world 

reserve. However, the process of processing phosphate rock generates significant by-products, including 

phosphate wash sludges, which contain substantial amounts of insoluble phosphorus. These phosphate 

sludges are stored in large basins covering extensive areas, and their accumulation poses a storage 

capacity problem. Therefore, the recycling of phosphate sludges is mandatory to consume the quantities 

produced annually. Phosphate sludges can be reused as a source of phosphorus for plants. However, 

plants only use negatively charged primary and secondary orthophosphate ions (H2PO4- and HPO42-) 

as nutrients. In contrast, most of the phosphorus in sludges exists in various insoluble forms, which 

requires mobilizing the insoluble forms into a form that can be assimilated by plants. This mobilization 

can be ensured by various microorganisms, especially phosphate-solubilizing bacteria (PSB). Our study 

fits into this context and aims to investigate the contribution of bacterial strains capable of solubilizing 

phosphates as an innovative solution for enhancing phosphate compost and improving its performance. 

In this study, we assembled a collection of 87 bacterial isolates, with 56 originating from the olive tree 

rhizosphere and 31 isolated from phosphate sludges. Genetic analysis shows a diversity of genera and 

species with the presence of three phyla: Firmicutes, Proteobacteria, and Actinobacteria, with a 

dominance of the genus Bacillus. . These bacterial isolates exhibited various activities promoting plant 

growth as well as activities related to biotic and abiotic stress control. Furthermore, all selected strains 

were capable of solubilizing phosphate rock, with soluble phosphate concentrations reaching up to 227 

µg/mL. In total, six bacterial strains, three from the olive tree rhizosphere (Pseudomonas moraviensis 

HFBPR01, Bacillus aryabhattai HFBPR04, and Bacillus cereus HFBPR40) and three from phosphate 

sludges (Brevibacterium frigoritolerans HFBP01, Bacillus vallismortis HFBP15, and Streptomyces 

venezuelae HFBP26), were chosen for inoculation tests. These strains demonstrated effective 

solubilization of phosphate sludges and exhibited biocontrol activity against various fungal pathogens. 

Single inoculation with strain HFBP26, consortium C1 (HFBPR01, HFBPR04, and HFBPR40), and 

consortium C2 (HFBP01, HFBP15, and HFBP26) proved to significantly increase the dry biomass of 

bean shoots. The application of phosphate wash sludges to the soil improved its mineral composition, 

particularly in terms of assimilable and total phosphorus content. The use of bacterial consortium C3 

(C1+C2) significantly enhanced the availability of phosphorus and potassium, leading to improved plant 

growth in soil enriched with 5% phosphate sludges. 

Keywords: Phosphate sludge, Valorization, Phosphate-solubilizing bacteria, Plant growth promotion, 

16S rRNA sequencing, Inoculation.
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INTRODUCTION GENERALE  
 

L'industrie minière du phosphate joue un rôle important dans  le développement 

socioéconomique des pays dotés de ressources minières exploitables (Limpitlaw et Hoadley, 

2006; Pimentel et al., 2016) dont le Maroc est l'un des principaux producteurs mondiaux de 

phosphate. Cependant, l'extraction du phosphate génère des quantités énormes de déchets 

miniers tels que les roches résiduaires, les résidus de concentrateur et les boues de laveries de 

phosphates qui restent accumulées et non valorisées (Daafi et al., 2014; Hakkou et al., 2016). 

D'un point de vue économique et environnemental, l'un des grands problèmes actuels est le 

traitement des volumes importants de déchets produits continuellement par les activités 

industrielles (Ouakibi et al., 2013). Pour gérer les déchets de l'industrie minière du phosphate, 

le Maroc a mis en place plusieurs mesures réglementaires et des normes environnementales. 

Les sociétés minières sont tenues de mettre en œuvre des pratiques de gestion des déchets 

conformes aux normes internationales, notamment en termes de stockage et de traitement des 

résidus miniers. 

L’exploitation et la valorisation des boues de laveries des phosphates pourront jouer un rôle 

important dans l’économie du pays. L’une des initiatives visant à valoriser ces boues est leur 

utilisation dans le domaine agricole sous forme de phospho-compost afin de contribuer à 

résoudre les problèmes de carences en phosphore des sols et d’améliorer la production agricole. 

Le compostage en présence de résidus organiques, facilement biodégradables, peut entraîner 

l’existence de nombreux types de bactéries et de champignons capables de produire un grand 

nombre d’acides organiques et de substances humiques butyrique qui ont un effet physio-

agronomique direct sur les plantes (Hameeda et al., 2008; Taktek et al., 2015).  

Le phospho-compost pourra être amélioré en utilisant les microorganismes solubilisant le 

phosphate. Les bactéries et les champignons mycorhiziens à arbuscules solubilisant le 

phosphate, fréquents dans les sols, probablement au niveau des boues des phosphates, et dans 

les rhizosphères des espèces végétales, peuvent être utilisés dans la correction de cette carence 

en phosphore (Singh et Kapoor, 1999). En effet, ces microorganismes, meilleurs candidats 

écologiques pour la nutrition des plantes par le phosphore (Sharma et al., 2007), possèdent des 

aptitudes de solubilisation du phosphate et la capacité de convertir les composés phosphatés 

insolubles présent dans le sol à des formes solubles utilisables par les plantes (Pradhan et Sukla, 

2006; Timofeeva et al., 2022).  

Les bactéries du sol jouent un rôle crucial dans les écosystèmes terrestres et la survie des êtres 

vivants en raison de leur présence massive, de leur capacité de multiplication rapide et de leur 
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contribution essentielle aux réactions biochimiques. Elles représentent une part importante de 

la biodiversité du sol et sont impliquées dans de nombreux processus clés. Certaines bactéries 

présentes dans la rhizosphère, appelées PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ou 

rhizobactéries favorisant la croissance des plantes, constituent une composante essentielle du 

système sol-plante. Elles interagissent activement et efficacement dans la rhizosphère, régulent 

le développement et le rendement des plantes grâce à divers processus. 

Parmi les PGPR on trouve des bactéries dites solubilisatrices de phosphate (BSP), ces bactéries 

jouent un rôle essentiel dans la solubilisation de phosphate et la fertilité du sol et par conséquent 

favorisent la croissance des plantes via différents mécanismes (Timofeeva et al., 2022).  

En raison de toutes ces considérations, le groupe OCP s'est lancer un projet de recherche intitulé 

« Procédés biotechnologiques pour la valorisation des boues et des déchets miniers de 

phosphate : Formulation d’un Phospho-compost bio-fertilisant pour application directe en 

agriculture productive et respectueuse de l’environnement » (Réf. BIOMOD- 01/2017). Ce 

projet ayant pour objectif global la valorisation des déchets provenant de l'exploitation des 

mines de phosphate (déchets miniers et boues de laveries) par le développement d'un phospho-

compost biofertilisant via l'utilisation de procédés biotechnologiques impliquant des 

microorganismes tels que les champignons mycorhiziens et les bactéries rhizosphériques. 

Le présent projet s’appuie sur un consortium constitué de 6 équipes nationales présentant des 

compétences multidisciplinaires complémentaires (compostage, microbiologie, mycologie, 

agronomie, biochimie, biotechnologie) mises en synergie pour répondre à une problématique 

sociétale. Cette initiative est une première pour le secteur minier Marocain et pourrait bien 

servir de référence en matière de gestion des rejets miniers pour l’ensemble de l’industrie 

minière du pays. Cette approche biotechnologique permettra aux exploitants agricoles, aux 

industriels et aux collectivités de répondre à l’évolution des politiques environnementales, en 

préservant la ressource en eau tout en recyclant les déchets organiques et phosphatés.  

L’objectif de ce travail de thèse est de développer un inoculum bactérien, à base de bactéries 

solubilisatrices de phosphate isolées à partir des boues de lavage de phosphate, pour améliorer 

les performances et la qualité d’un phospho-compost. 

Dans le cadre de cet objectif global, des objectifs spécifiques ont été fixés : 

(i) Isolement, et caractérisation biochimique et moléculaire des bactéries solubilisatrices des 

phosphates naturels, ainsi que l’etude de leur tolérance aux différents stress abiotiques ; 

 (ii) constitution d’une collection de bactéries (rhizosphériques et non rhizosphériques) 

solubilisatrices de phosphate à partir des boues de lavage de phosphate ; 
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(iii) étude des activités biologiques bénéfiques pour les plantes (solubilisation de phosphate, 

production de phytohormones, production des siderophores et autres…).  

(iv) sélection de souches PGPR performentes en vue d’inoculation de plantes ; 

(v) évaluation de l’effet de l’inoculation sur la croissance de plantes modèles (haricot et tomate) 

par des souches sélectionnées. 

Ce travail de thèse est subdivisé en trois grandes parties : 

 La première partie est consacrée à une étude bibliographique et est composée de trois 

chapitres. Le premier chapitre présente l'industrie minière de phosphate et ses impacts sur 

l'environnement. Le deuxième chapitre traite des applications biotechnologiques pour la 

valorisation des boues de lavage de phosphates. Enfin, la troisième partie est dédiée aux 

processus et mécanismes mis en œuvre par les bactéries biofertilisantes. 

 La deuxième partie de ce document présente les approches méthodologiques et les résultats 

obtenus. Elle est subdivisée en deux chapitres principaux. Le premier chapitre s'intéresse à 

l'isolement et à la caractérisation des bactéries solubilisatrices de phosphates à partir des 

boues phosphatées et de la rhizosphère de l'olivier planté sur les boues de phosphate. Il 

évalue également leur effet de promotion de la croissance sur le haricot blanc (P. vulgaris). 

Les résultats de la recherche présentés dans cette partie ont fait l'objet de deux publications 

scientifiques distinctes. La première publication s'intitule "Valorization of Moroccan 

phosphate sludge through isolation and characterization of phosphate-solubilizing bacteria 

and assessment of their growth promotion effect on Phaseolus vulgaris". La deuxième 

publication, est intitulée "Assessment of potent phosphate-solubilizing bacteria isolated 

from the olive tree rhizosphere grown on phosphate sludge and their effect on common bean 

growth". Le deuxième chapitre se concentre sur la valorisation des boues de lavage en tant 

que biofertilisant en les associant à des consortiums de bactéries solubilisatrices du 

phosphate capables de solubiliser leurs phosphates résiduels pour stimuler la croissance de 

la tomate. Ce chapitre a fait l’objet de la troisième publication intitulée "Valorization of 

phosphate sludge and its bacterial biomass as a potential bioformulation for improving 

tomato growth". 

 La troisième partie est consacrée à la conclusion générale et aux perspectives. 

Au terme de cette étude, nous proposons une collection de bactéries bénéfiques ayant des 

capacités de solubilisation de phosphate et une tolérance aux différents stress 

environnementaux, susceptibles d’améliorer les performences d’un phospho-compost en vue 

de valorisation des déchets miniers de phosphate au Maroc. 
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PARTIE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre I : Industrie minière de phosphate et impacts sur l'environnement  

L'industrie minière contribue de façon très importante au développement 

socioéconomique de chaque pays doté de ressources minières exploitables (Limpitlaw et 

Hoadley, 2006; Pimentel et al., 2016). Elle permet d'exploiter les ressources minérales à travers 

une série d'étapes de prospection d'exploration, de construction de l'usine d'exploitation, et de 

production de l'élément de valeur commerciale. Cette exploitation génère des quantités 

importantes des rejets ayant un impact potentiellement négatif sur l'environnement (Agboola et 

al., 2020; Jawadand and Randive, 2021). L’entreprise minière doit donc mettre en œuvre des 

plans de restauration et de réaménagement du site minier afin de réduire son empreinte 

écologique (McCullough et al., 2018; Young et al., 2022). L’exploitation des gisements de 

phosphates n’est pas sans effet sur l’environnement et la santé des populations. En effet, les 

différentes étapes d’extraction, de préparation et de valorisation des phosphates, génèrent divers 

problèmes (liquides, gazeux, solides et sonores) ayant des impacts directs sur les milieux 

naturels et la santé des populations. Le gouvernement des pays développés incite les entreprises 

minières selon des réglementations sévères à accorder une attention exceptionnelle à la gestion 

des rejets miniers qui peuvent avoir un impact négatif sur l’environnement et l’être humain 

(Young et al., 2022). 

I. Types et cadre général de minerais de phosphate au Maroc 

Le Maroc possède la plus grande réserve de phosphate, soit environ 75 % de la réserve 

mondiale estimée (Cooper et al., 2011; Walan et al., 2014). Il représente ainsi les deux tiers de 

la réserve mondial du phosphate, environ 50 Milliards de tonnes (El Bamiki et al., 2021). 

L’industrie minière de phosphate a contribué depuis longtemps au développement économique 

du Maroc. Ce secteur est l'une des principales sources de revenus des exportations marocaines, 

représentant plus de 30 % des exportations totales. En 2021, il a employé plus de 42 000 

personnes (Centre marocain de conjoncture, 2023). Bien que le Maroc exploite une grande 

variété des produits (fer, plomb, zinc, cuivre, argent, or, nickel, baryum, manganèse et fluor), 

c’est l’exploitation des phosphates qui prédomine le secteur minier au Maroc (90%) avec une 

production de 38 millions de tonnes de phosphate brute en 2021 sur une production minière 

totale évaluée à 41 millions de tonnes, et contribue à environ 21,10% des exportations 
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nationales pour une contre-valeur de 55.40 milliards de DH (Ministère de la Transition 

Energétique et du Développement Durable, 2023).   

Les ressources en phosphate au Maroc se répartissent en quatre principaux bassins 

phosphatés (Figure 1). Le premier bassin d’Ouled Abdoum qui se situe à 120 km au Sud-Est de 

Casablanca, limité par la plaine de kasbet tadla à l’Est, le massif des rhamna à l’Ouest, 

khouribga au Nord et oued Oum-Er-Rebia au Sud. Le deuxime, est le bassin Gantour, qui 

comprend deux centres miniers, l’un à l’Youssoufia et l’autre à Benguérir ; il est situé entre les 

massifs des Rhamna au Nord et les jbilet au Sud, à l’Ouest il est limité par les collines de 

Mouissat et il se prolonge à l’Est jusqu’aux rives de Tessaout. Le troisieme bassin est celui de 

Meskala, qui se situe à environ 150 Km au Sud de l’Youssoufia ; il est limité par la plaine 

alluviale de Mejjate, à l’Ouest par la pleine d’Essaouira et au sud par le Haut Atlas occidental. 

Le dernier bassin est le bassin d’Oued Eddahab, qui se situe à 100 km au Sud-Est de la ville de 

Laâyoune dans la région du BouKraa et compris entre la dorsale Rguibat et l’Océon Atlantique 

(Choubert and Faure-Muret, 1960) . 

 

Figure 1: Répartition spatiale des gisements de phosphate au Maroc (Choubert and Faure-

Muret, 1960; Cooper et al., 2011). 
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II. Déchets miniers de phosphate et impacts sur l’environnement 

 

L’industrie minière partout dans le monde est souvent critiquée pour la génération de quantités 

importantes des rejets ayant un impact potentiellement négatif sur l'environnement (Hamdane 

et al., 2023).  L’exploitation des mines de phosphates génère des milliers de tonnes de terres 

phosphatées ainsi que de boues de laveries de phosphates représentant la partie sans valeur 

commerciale de la roche extraite et qui restent accumulées et non valorisées, le phosphate 

qu’elles contiennent, complexé à d’autres éléments, ne peut être assimilé directement par les 

plantes. En approchant de la ville centrale de Khouribga, le visiteur voit d’énormes montagnes 

de résidus de phosphate racontant une histoire d’un siècle d’exploitation de phosphate qui a 

permis à cette petite ville de contribuer d’une façon très importante à l’économie marocaine. 

Ces rejets miniers sont entreposés dans des empilements de stériles d'exploitation et dans des 

parcs à résidus et peuvent être origine de la dégradation de l’environnement.  

Dans le but d’un développement durable des mines et une protection de l'environnement, le 

gouvernement marocain a adopté un projet de loi relatif à la législation minière (N° 33-13) basé 

sur le dahir du 9 rajab 1370 (16 avril 1951) portant règlement minier (Atillah et al., 2018). 

Ce projet de loi vise à permettre au secteur minier de jouer un rôle efficace dans l'économie 

nationale et de contribuer au développement durable des régions minières. Il permit Aussi   pour 

l’enrichissement et/ou la valorisation des masses constituées de rejets et déchets de produits de 

mines provenant des opérations d’extraction, de traitement et de valorisation de ces produits. 

La loi comprend également des dispositions relatives à l'étude d'impact environnemental et aux 

plans d'abandon pour les activités de recherche et d'exploitation minière, ainsi que pour la 

recherche et l'exploitation des cavités. 

Au Maroc, les minerais de phosphates génèrent des quantités importantes de déchets phosphatés 

le grand problème qui se pose à propos de ces sous-produits de phosphate est la gestion de son 

stockage. Les boues de lavage des phosphates sont parmi les sous-produits générés au cours de 

l’exploitation des mines de phosphate, ce sont des particules fines, dégagées au cours du 

processus d’enrichissement du minerai de phosphate. Ce dernier consiste principalement à 

séparer la fluorapatite des gangues associées (Argiles, calcaire, silicate etc.) à travers différentes 

étapes successives : broyage, criblage, lavage puis flottation. C’est durant l’opération du lavage 

que sont générées les boues des phosphates  (Loutou et al., 2013a; Benbrik et al., 2020a).  
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Généralement les boues des phosphates sont stockées dans des bassins de stockage de grande 

superficie, souvent à l’air libre et finissent avec le temps par former des digues (Figure 2), ce 

qui provoque la défiguration du paysage et la réduction de la terre arable (Hakkou et al., 2016). 

Les boues de lavage des phosphates ne sont pas polluantes, ainsi elles ne présentent pas d’effets 

négatifs sur les eaux de surface ou les eaux souterraines (Harech et al., 2021). Cependant, leur 

recyclage s’avère indispensable pour résoudre les problèmes liés à la gestion de leur stockage. 

La composition chimique et minéralogique des boues montre qu’elles contiennent 44 % de 

phosphate sous forme fluorapatite, 17% de quartz, 15% de calcite, 7% de  dolomite, et 7%  

d’argile smectique, par conséquent, elles peuvent être exploitées dans différents domaines tels 

que le domaine agricole ou industriel (Hakkou et al., 2016). 

   

Figure 2: Stockage des déchets miniers de phosphate Khouribga Maroc : photos prises sur site. 

III. Gestion et valorisation des déchets miniers  

Compte tenu des altérations causées par les rejets miniers, il est impératif de mettre en place 

une gestion maîtrisée pour répondre à cette problématique et limiter les impacts 

environnementaux qui se produisent. Trouver des solutions pour réutiliser et recycler les 

déchets miniers est très important en raison de multiples incitations réglementaires et 

économiques. Dans cette perspective, leur réutilisation comme matière première dans les 

différents domaines est une solution environnementale prometteuse. En effet, on distingue des 

méthodes de gestion et de valorisation des rejets miniers qui se font sur le site minier lui-même 

(Gestion au niveau locale) et d'autres à l’extérieur du site minier (Gestion En dehors du site 

minier) dépendamment des propriétés de chaque type de rejet.  

III.1.    Gestion et valorisation in situ  

La gestion sur site des résidus peut se traduire par un certain nombre de mesures, de 

précaution et de pratiques de gestion mises en œuvre par les compagnies minières dans le but 

de réduire l'impact environnemental de ces résidus. Il est important de faire la distinction entre 

les méthodes de gestion des stériles, des effluents des concentrateurs et des boues de traitement 

des eaux acides.  
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Les stériles miniers sont couramment utilisés pour construire les digues, les routes, les bassins 

de résidus, le remblayage des sites, le remplissage des excavations souterrain et les fosses à ciel 

ouvert (Benzaazoua et al., 2006; Ritcey, 2005). Les effluents de l'usine de concentration 

peuvent être désacidifiés à l'aide de la désulfuration environnementale (Benzaazoua et al., 

2008), pour éliminer les sulfures, et leur utilisation par la suite pour la préparation des remblais 

en pate cimentée, comme composante de recouvrements (barrière d'oxygène, géomembranes 

ou géocomposite bentonitique) afin d’empecher le drainage miner acide. Ils sont également 

retraités et valorisés pour extraire les éléments de valeur commerciale qui demeurent dans ces 

résidus. D'autres méthodes ont été également développées pour traiter les boues de lavage 

proviennent des stations de traitement. Elles peuvent être recyclées pour récupérer des métaux 

ayant une valeur commerciale ou bien utilisées comme amendements dans les recouvrements 

ou dans les remblais (pentes). Cependant, il convient de noter que la plupart de ces méthodes 

de gestion des boues sont encore au stade expérimental (Aubé and Zinck, 1999; Zinck and 

Griffith, 2013; Zinck and Aube, 2000). Plusieurs recherches dans ce sens sont en cours de 

développement et d’amélioration avant de passer à l’échelle industrielle. 

III.2.    Gestion et valorisation ex situ  

A ce jour, les déchets miniers au Maroc ont été principalement utilisés au niveau du site 

même. Leur réutilisation en dehors du site minier est très rare. Plusieurs études ont été réalisées 

au Maroc dont l’objet est de valoriser ces rejets miniers de phosphates dans différents domaines, 

afin de trouver des alternatives de gestion durables. Dans ce contexte,  Hakkou et al. (2016) ont 

étudié La composition hydrogéologique des échantillons de roches calcaires et des boues de 

phosphate provenant de des bassins de stockage appartenant à l’usine de phosphate (Gantour, 

Youssoufia) et la mine de phosphate de Benguérir, les résultats ont montré que ces rejets miniers 

peuvent être utilisés comme composante des couvertures de stockage pour la réhabilitation des 

sites industriels.  Une autre étude menée par Boutaleb et al. (2020), dont l’objectif est d’étudier 

une voie de valorisation du stérile d’exploitation des phosphates comme matière première 

alternative dans l’industrie céramique. Les résultats de cette étude ont montré que l’utilisation 

de 20 % et 50 % de stérile de phosphate mélangé avec des argiles locales abondantes permet de 

produire des carreaux céramiques conformes aux exigences mécaniques applicables, et que la 

réutilisation des rejets de phosphate dans le domaine de la céramique peut constituer l’un des 

moyens de gestion et de valorisation conjuguant les aspects écologiques et économiques. Une 

autre utilisation des stériles miniers est reportée dans l’étude menée par Borja et al. (2022) où 

des stériles phosphatés abondants dans différentes régions du Maroc sont étudiés en tant que 
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matériaux candidats pour le remplacement partiel ou entier des minéraux industriels 

conventionnellement utilisés pour la fabrication de la céramique. Les résultats ont révélé que, 

les tuiles à base de 100% de stériles phosphatés ont montré d'excellentes propriétés mécaniques 

en matière de compression et elles peuvent être utilisées dans les tuiles murales traditionnelles 

dites « Zellige » au Maroc. Egalement Loutou et al. (2019) ont étudié la possibilité de valoriser 

et recycler les boues de phosphate comme matière première pour la fabrication de filtres à 

membrane en céramique à partir d’argile micacée naturelle et de sous-produit industriel (boues 

de phosphate). Les résultats des essais de filtration ont montré que les filtres à membrane à base 

de boues de phosphate et d’argile peuvent être utilisés dans le traitement des effluents textiles. 

De plus, ces matériaux membranaires peuvent être utilisés comme supports de la membrane de 

microfiltration. Les boues de phosphate peuvent être utilisées aussi comme granulat léger en 

jardinage et en hydroponique après transformation thermique (Loutou et al., 2013). 

IV. Conclusion  

En général, l'utilisation des rejets miniers en dehors du site minier est un concept qui devient 

de plus en plus intéressant surtout avec l'apparition de nouvelles réglementations à travers le 

monde qui mettent l'accent sur la gestion efficace et durable de tous types de déchets.  Le Maroc 

produit des grandes quantités des déchets miniers, y compris des millions de tonnes de boues 

de lavage des phosphates (BLP). Ces boues, très peu valorisées actuellement au Maroc, sont 

stockées dans bassins de résidus et générant des frais économiques liés à l’acquisition et 

l’immobilisation du terrain et au processus de suivi de leur stockage. Cependant, le phosphate 

contenu dans ces boues est un élément nutritif essentiel pour la croissance des plantes. Ces 

boues pourraient donc être combinées avec des déchets organiques biodégradables et le 

compost résultant pourrait ensuite additionner aux sols qui ont besoin de matière organique et 

de phosphore. Il s’agit donc d’une solution écologique simple et durable. 

Chapitre II : Applications biotechnologiques pour la valorisation des boues de 

lavage de phosphates   

Le compostage de boues de lavage de phosphates avec des résidus organiques (phospho-

compost) associés à un apport de microorganismes solubilisateurs de phosphates organiques et 

minérales (mycorhizes et bactéries) augmente grandement l'efficacité agronomique des 

phosphates naturels (Singh and Amberger, 1991; Singh and Kapoor, 1999). Ainsi, la 

rhizosphère des plantes renferme une très grande diversité de microorganismes (bactéries, 

champignons) dont certains sont capables de libérer du Pi à partir de formes de phosphates 
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minérales (Rodrı́guez and Fraga, 1999; Khan et al., 2009; Zaidi et al., 2009; Xiao et al., 2010; 

Lahsini et al., 2022; Hazzoumi et al., 2022; Tariq and Ahmed, 2022; Timofeeva et al., 2022; 

Yadav et al., 2023). Les bactéries rhizosphériques sont capables de solubiliser et mobiliser le 

phosphate par production d’acides organiques. Pour leur part, les champignons mycorhiziens 

peuvent avoir accès au phosphore contenu dans l'apatite en excrétant des acides organiques, en 

particulier de l'acide oxalique en plus de la solubilisation du phosphate organique via des 

phosphatases. 

I. Phospho-compost : production typologie et applications 

Le compostage est un processus biologique de décomposition et de transformation de la 

matière organique végétale et animale en conditions aérobies en un produit final stable riche en 

composés humiques appelé le compost (Quadar et al., 2023). Il fait intervenir de nombreux 

micro-organismes (bactéries, champignons, actinomycètes, algues et protozoaires), qui en 

présence de la matière organique et de l’oxygène, produisent une montée en température, une 

perte en eau, une minéralisation en CO2 et une production de substances humiques, qui peuvent 

être utilisées sur les sols sans impacts négatifs sur l’environnement (Ho et al., 2022). Le 

processus de compostage de la matière organique passe généralement par trois phases : une 

phase mésophile où les microorganismes se multiplient à des températures qui varient entre 20 

et 45°C en présence des sucres simples et des acides aminés libres. Une phase thermophile 

durant cette phase la température peut monter jusqu’à 75°C, ce qui va induire une dégradation 

massive de la matière organique avec dégagement de CO2, une perte en azote minéralisé sous 

forme d’ammoniac et une évaporation d’eau, par conséquent un assèchement du compost. 

Finalement une phase de maturation où les microorganismes mésophiles colonisent à nouveau 

le compost et attaquent les polymères (lignine, tanins,…) avec l’apparition progressive des 

éléments de l’humus jusqu’à la constitution du compost mature, qu’on peut utiliser comme 

source d’éléments nutritifs pour les plantes ou comme amendements pour améliorer le 

rendement des sols pauvres en éléments nutritifs.  

Le compostage est l'une des principales stratégies de gestion et valorisation fréquemment 

utilisées pour éliminer en toute sécurité les grandes quantités de déchets générés par les activités 

humaines dans le monde entier (Marchettini et al., 2007).  En effet le compostage en tant que 

choix de valorisation des déchets présent de nombreux avantages notamment, le coût faible, 

l’écologisation des déchets, la protection de l’environnement et son potentiel pour garantir un 

avenir sûr et durable (Haggar, 2010). Beaucoup de travaux ont été faite à l’échelle internationale 

au sujet du compostage, ces travaux s’intéressent essentiellement au développement et 
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l’optimisation des procédés de compostage, l’évaluation de qualité du compost, sa stabilité, son 

pouvoir fertilisant et ses intérêts agronomiques (Fagnano et al., 2011; Chia et al., 2020). Mais 

très peu d’études ont été faites sur la valorisation des boues de lavage des phosphates dans le 

domaine agronomique par la production d’un phospho-compost biofertilisant. Récemment, les 

chercheurs scientifiques au Maroc sont penchés sur l’étude  des déchets miniers de phosphate 

comme source de phosphate à utiliser pour résoudre les problèmes liés d’une part à l’utilisation 

des engrais phosphatés chimiques et d’autre part à la gestion et la valorisation des quantités 

énormes des déchets produites chaque année biofertilisant (Benbrik et al., 2020b; El Maaloum 

et al., 2020a; El Gabardi et al., 2021a; Anli et al., 2022; Chtouki et al., 2022; Benbrik et al., 

2021a). Bien que le compostage des déchets phosphatés offre un grand potentiel d'exploitation 

à grande échelle, les principaux facteurs contrôlant la qualité du phospho-compost et les 

mécanismes qui les sous-jacents sont en cours d’étude. 

Le phospho-compost est un fertilisant écologique non toxique qui pourrait être préparé en 

mélangeant les déchets agricoles, les bouses de bétail, les herbes hachées, les résidus de culture 

et les feuilles de plantes avec de la roche phosphatée ou bien de la boue de lavage de phosphates 

à des concentrations bien définie. L’utilisation de phospho-compost sur des sols dégradés par 

des éléments nutritifs acides contribue grandement à réduire les taux élevés d’application 

d’engrais chimiques sur ces sols fragiles. Le phospho-compost  permettra non seulement de 

réduire les carences en P, d’améliorer l’absorption de P et le rendement cultures, mais constitue 

également un moyen économique de recycler les déchets et de protéger l’environnement contre 

la pollution associée à l’élimination irresponsable des déchets agricoles bruts un moyen 

économique de recycler les déchets et de protéger l’environnement contre la pollution (Jai, 

2016). Il permet aussi de favoriser la croissance de la microflore bénéfique du sol, 

ce qui améliore le rendement des cultures sans faire recours aux engrais chimiques, qui 

entraînent à long terme une diminution de la matière organique, une acidification des sols et 

tant d’autres facteurs entraînant une réduction du rendement des cultures (Chtouki et al., 2022). 

II. Amélioration des performances d’un phospho-compost par les 

microorganismes 

Le phospho-compostage est une technique prometteuse qui consiste à améliorer l'efficacité 

agronomique des phosphates naturels en les compostant avec des résidus organiques. Ce 

processus permet d'augmenter la libération de phosphore à partir des phosphates naturels par 

les micro-organismes qui jouent un rôle très important dans la libération de phosphore à partir 

des phosphates naturels grâce à la production d'acides organiques et la sécrétion d'enzymes, ce 
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qui rend le phosphore disponible pour les plantes. Les micro-organismes sont les acteurs clés 

de la décomposition des composants organiques dans le compost. Environ 95% de l'activité 

biologique du compost et due aux bactéries, champignons et aux actinomycètes (Mustin, 1987). 

Les bactéries et les champignons interviennent davantage dans la phase mésophile pour 

augmenter la température, tandis que les actinomycètes sont plus actifs pendant la phase 

thermophile. 

II.1. Champignons mycorhiziens  

Les champignons mycorhiziens sont des organismes qui établissent des relations symbiotiques 

avec les racines des plantes. Ces microorganismes colonisent le système racinaire de la plante 

hôte et élargissent la zone d'absorption des nutriments en interagissant avec leur système 

racinaire. Grâce à un réseau d'hyphes les champignons mycorhiziens peuvent parcourir des 

distances beaucoup plus longues que les racines des plantes, ce qui leur permet d'accéder à des 

nutriments inaccessibles et d’améliorer l'absorption des nutriments du sol pour les plantes, en 

retour ils reçoivent les glucides produits par la photosynthèse pour compléter leur cycle de vie. 

Les champignons mycorhiziens peuvent également aider les plantes à faire face à divers stress 

environnementaux, tels que la sécheresse, les températures extrêmes, les métaux lourds, les 

maladies et les pathogènes. Plusieurs types des mycorhizes sont distingués selon les caractères 

morphologiques,  écologique  et moléculaires (Peyronel, 1969; Smith and Read, 2010), on 

distingue trois principaux types d’associations mycorhiziennes: les ectomycorhizes, les 

endomycorhizes et les ectendomycorhizes (Peyronel, 1969; Brundrett, 2002, 2004; Smith and 

Read, 2010). 

Les champignons mycorhiziens jouent un rôle important dans le prélèvement et le transport de 

nutriments très peu mobiles dans le sol vers les plantes principalement le phosphore (Bolan, 

1991; Duponnois et al., 2005; Gianinazzi-Pearson et al., 1994; Lambers et al., 2008; Rhodes 

and Gerdemann, 1975). Ce nutriment est souvent lié à d'autres éléments sous des formes peu 

disponibles pour les plantes en raison du pH du sol. L’amélioration de l’acquisition des 

nutriments inorganiques par les champignons mychoriziens concerne également l'azote, le 

potassium, le magnésium, le sodium, le soufre, le bore, le brome, le chlorure, le cuivre, le 

chrome, le césium, le cobalt, le fer, le molybdène, le manganèse, le nickel, le silicium et le zinc 

(Cardoso et al., 2006; Caris et al., 1998; Duponnois and Bâ, 1999; Guether et al., 2009; He and 

Nara, 2007; Liu et al., 2002; Nogueira et al., 2004; Smith and Read, 2010; Sorensen et al., 

2005). Plusieurs études, ont montré que les champignons mycorhiziens jouent un rôle important 

dans la décomposition et la minéralisation des matières organiques végétales et la mobilisation 
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des nutriments nécessaires pour la croissance et le développement des plantes hôtes (Cao et al., 

2022; Gobat et al., 2003; Hazzoumi et al., 2022; Hodge, 2000; Lambers et al., 2008; Tarafdar 

and Rao, 1997). 

 L'utilisation des champignons mycorhiziens pour la valorisation des déchets miniers 

de phosphate est une approche prometteuse pour la gestion durable des résidus miniers tout en 

améliorant la qualité du sol et en fournissant des avantages écologiques et économiques en 

réduisant les coûts liés au stockage et à l’élimination des déchets miniers. En effet, les 

champignons mycorhiziens ont la capacité de coloniser les racines des plantes en forment des 

structures appelées mycéliums qui augmentent la surface d'absorption des racines et facilitent 

l’absorption des nutriments du sol.  

Les boues solides de laveries des phosphates renferment une diversité très importante de 

champignons endomycorhiziens arbusculaires (ElGabardi et al., 2019a). Ces champignons 

peuvent aider à améliorer la qualité du phospho-compost en renforçant sa structure et en 

facilitant la circulation de l'eau et l’absorption du phosphore contenu dans les déchets miniers 

par les plantes ce qui permet de mieux valoriser ces déchets. L'étude menée par  (El Gabardi et 

al., 2021b) a montré que l'utilisation d'un mélange de phospho-compost  à 5% et d'un inoculum 

endomycorhizien induit une amélioration significative de la croissance de la tomate. Cette 

amélioration s'est traduite par une augmentation de la hauteur des plants, le nombre de feuilles 

et de fleurs, ainsi que le rendement en fruits par plante. D'autre part l’effet du phospho-compost 

et des boues des laveries de phosphates combinés ou non avec un inoculum endomycorhizien 

sur l’amélioration des paramètres agronomiques des plants de Maïs a été tester par (El Gabardi 

et al., 2020),  et les résultats obtenus montrent que l'addition d'une faible dose (5%) de phospho-

compost  au substrat de culture, combiné avec un inoculum endomycorhizien presente un effet 

positif sur la croissance et le développement des plants de maïs. Une autre étude menue par  

(Gabardi et al., 2019) pour étudier l’effet de différentes doses de phospho-compost  (2,5 %; 

5 %; 7,5 %; 10 %) sur la croissance et le développement des plants de haricot, ainsi que la 

capacité de mycorhization des semis de haricot par les champignons endomycorrhiziens 

contenus dans les boues phosphatées. Les résultats de cette étude montrent que les doses de 

2,5% et 5% sont les plus favorables à la croissance et au développement des plantes. Ces doses 

ont amélioré significativement les paramètres de la croissance des plantes de haricot 

comparativement aux plantes témoin. Cependant, les valeurs des différents paramètres 

enregistrés diminuent chez les plantes cultivées sur le substrat de culture amendé par des doses 

de 7,5 et 10% de phospho-compost. Les plants de haricot ont contracté une association avec des 

mycorhizes arbusculaires de différentes structures, et les concentrations de spores les plus 
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élevées ont été observées dans les racines des plantes poussant sur des substrats contenant des 

doses de 2,5 et 5 % de phospho-compost.  

   

Figure 3: Effet de phospho-compost combiné avec un inoculum endomycorhizien sur la 

croissance et le développement des plantes (Maïs, Tomate et Haricot) ((El Gabardi et 

al.,2021). 

 

Les résultats de ces études montrent que l'application de phospho-compost combiné avec des 

champignons endomycorhiziens peut être bénéfique pour la croissance et le développement des 

plants, ainsi que pour la capacité de mycorhization des semis par les champignons 

endomycorhiziens contenus dans les boues phosphatées. Cependant, des études 

supplémentaires sont nécessaires pour évaluer les effets à long terme de l'application de 

phospho-compost sur la croissance et le développement des plantes, ainsi que sur la qualité des 

récoltes.  

En conclusion, l'application d'une dose appropriée de phospho-compost combiné avec les 

champignons mycorhiziens stimule la croissance et le développement des plantes en 

augmentant l'apport en phosphore disponible dans le sol. Cependant, une concentration 

excessive de phospho-compost peut avoir l'effet inverse et entraîne une réduction de la 

croissance des plantes. Il est donc important de trouver le bon dosage de phospho-compost pour 

obtenir les meilleurs résultats en matière de croissance des plantes. Cela dépendra de divers 

facteurs tels que le type de sol, le type de culture et la quantité de nutriments nécessaire pour 

soutenir la croissance des plantes (Chliyeh and Benkirane, 2019; El Gabardi et al., 2021a 

2021b) . 

II.2. Bactéries promotrices de la croissance des plantes 

Les bactéries jouent un rôle crucial dans l'écosystème et la survie des êtres vivants en 

raison de leur présence massive, de leur capacité de multiplication rapide et de leur contribution 

essentielle aux réactions biochimiques. En effet, dans un gramme de sol, les bactéries se 

comptent par millions avec une quantité de 108–109 bactéries/g du sol (Bhattarai, 2015). Ces 

bactéries ne sont pas réparties uniformément dans le sol, elles sont plus abondantes près des 

racines des plantes et dans les zones riches en matière organique (Kour et al., 2019). Les 
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rhizobactéries sont des bactéries qui vivent en association avec les racines des plantes et ont 

besoin de composés organiques comme source d'énergie, ce qui en fait des organismes 

hétérotrophes. Elles tirent parti de plusieurs types de matières organiques provenant de la 

plante, notamment les cellules corticales et épidermiques des racines, les polysaccharides du 

mucilage racinaire, ainsi que les sucres, les acides aminés et autres composés organiques 

présents dans les exsudats racinaires. Elles sont des hétérotrophes typiques (Campbell and 

Greaves, 1990). 

Certaines rhizobactéries, appelées PGPR (Plant Growth Pormoting Rhizobacteria), ou 

bien les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes, ont été définies de différentes façons 

par différents auteurs. Bishnoi (2015) a défini les PGPR comme une vaste collection de 

bactéries du sol qui sont des composantes importantes des systèmes sol-plantes, dans lesquelles 

elles interagissent activement et efficacement dans la rhizosphère, régulant le développement 

et le rendement des plantes par divers processus. Les PGPR sont aussi appelées rhizobactéries 

favorisant la santé des végétaux ou rhizobactéries favorisant les nodules (Hayat et al., 2010), et 

peuvent être classées en deux groupes en fonction de leur habitat, à savoir ; iPGPR (bactéries 

symbiotiques), qui résident à l’intérieur des cellules végétales, génèrent des nodules et sont 

confinés à des structures spécifiques, et ePGPR (rhizobactéries libres), qui vivent à l’extérieur 

des cellules végétales, ne produisent pas de nodules, mais stimulent néanmoins le 

développement des plantes (Gray and Smith, 2005). 

Parmi les PGPR on trouve des bactéries dites solubilisatrices de phosphate (BSP), ces 

bactéries jouent un rôle fondamental dans la solubilisation de phosphate et la fertilité du sol et 

par conséquent favorisent la croissance des plantes via différents mécanismes (Timofeeva et 

al., 2022). Elles peuvent stimuler la croissance des plantes, à la fois directement et indirectement 

(Silva et al., 2023). Les BSP sont utilisées comme biofertilisants depuis les années 1950, car 

elles sont plus efficaces dans la solubilisation du phosphore que les champignons (Ingle and 

Padole, 2017). Parmi l’ensemble de la population microbienne du  sol, les BSP représentent 1 

à 50 %, tandis que les champignons solubilisant du phosphore ne représentent que 0,1 à 0,5 % 

du potentiel de solubilisation du P (Timofeeva et al., 2022). En plus de Pseudomonas, 

Rhizobium et Bacillus, de nombreuses  bactéries appartenant aux genres Enterobacter, Serretia, 

Rhodococcus, Arthrobacter, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, , , 

Chryseobacterium et Erwinia, ont été signalées pour leur capacité à solubiliser le phosphate et 

à favoriser la croissance de nombreuses cultures (Abdel-Rahman et al., 2017; Sang et al., 2018; 
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Z. Jiang et al., 2019; Blanco-Vargas et al., 2020; Mendoza-Arroyo et al., 2020; You et al., 2020; 

Patel et al., 2021; Damo et al., 2022; Devi et al., 2022; Kaur et al., 2022).  

Plusieurs chercheurs à travers le monde ont évalué l'impact de l'utilisation combinée de 

phospho-compost et de BSP sur la productivité des plantes ainsi que sur la disponibilité et 

l'absorption du phosphore par les plantes. Les travaux récents de (Senthilvalavan et al. (2022) 

montrent que l'ajout de BSP améliore significativement la solubilisation du phosphore contenu 

dans le phospho-compost, favorisant ainsi son absorption et sa disponibilité à long terme pour 

les plantes. Benbrik et al. (2020) ont mené des expériences pour étudier l’effet de quatre souches 

BSPs, ainsi que leur consortium, sur la croissance des plantes de Maïs cultivées sur un sol 

pauvre en phosphate et enrichi avec différentes concentrations de boues de phosphate allant de 

0% à 100%. Les résultats obtenus révèlent que l'association de la boue de phosphate et des 

BSPs stimule de manière significative la croissance des plantes. De plus, la combinaison de 

boue de phosphate à 40% inoculé par le consortium bactérien conduit au meilleur rendement 

en termes de croissance des plantes de maïs, avec une augmentation significative de la hauteur 

de la plante, de la biomasse aérienne et de la biomasse racinaire par rapport à un sol pauvre en 

phosphore. Dans une autre étude, l'amendement du sol déficient en phosphore avec du phospho-

compost enrichi par les PGPR augmente considérablement la productivité du sol et la croissance 

des plantes de Maïs, de haricot et de la tomate par rapport aux témoins non inoculés. Cette 

amélioration et observé dans la hauteur des plantes, de nombre de feuilles, le nombre de fruits, 

la biomasse fraiche et sèches des trois plantes étudiées. Simultanément, l'inoculation par le 

consortium PGPR a augmenté l'absorption de P et de K dans les tiges et la disponibilité de P et 

de K dans le sol (Benbrik et al., 2021a). 

L'utilisation de la boue de phosphate marocain combinée aux bactéries solubilisant les 

phosphates est une approche novatrice et écologique importante pour favoriser la croissance 

des plantes et améliorer la fertilité des sols pauvres. Cependant, ces résultats ne sont 

qu'indicatifs et nécessitent des expérimentations sur le terrain pour confirmation et pour générer 

des recommandations à l'attention de la communauté agricole. 

Chapitre III : Processus et mécanismes mis en œuvre par les bactéries 

biofertilisantes  

Les biofertilisants peuvent être définis comme des produits qui contiennent des 

microorganismes vivants lorsqu'ils sont appliqués aux semences ou à la surface des plantes ou 

le sol, ils colonisent la rhizosphère ou l'intérieur de la plante et favorisent la croissance des 
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plantes en augmentant l'approvisionnement ou la disponibilité des éléments nutritifs essentiels 

pour la plante hôte. 

Les mécanismes directs impliqués dans la croissance des plantes par les bactéries 

comprennent la fixation de l’azote, la solubilisation du phosphate, la production de 

phytohormones biologique, comme l’AIA (acide indole 3-acétique), qui joue un rôle important 

dans le développement des racines et la formation des poils, et donc dans la croissance des 

plantes (Zhang et al., 2022) ; de l’ACC désaminase, qui est le précurseur direct de l’éthylène, 

cette enzyme joue un rôle important dans la régulation de niveau de l’éthylène, rétabli ainsi un 

système racinaire sain nécessaire pour faire face au stress de l'environnement (Glick and 

Nascimento, 2021); et la production des sidérophores qui sont responsables de la séquestration 

du fer (Upadhyay and Chauhan, 2022). Tandis que les mécanismes indirects font appel aux 

caractéristiques bactériennes qui interfèrent avec la fonction des microorganismes 

phytopathogènes. Elles comprennent l’utilisation des sidérophores, L’ACC désaminase, les 

antibiotiques, les enzymes dégradant la paroi cellulaire, la compétition sur les nutriments, la 

production de cyanure d’hydrogène (HCN) et la résistance systémique induite (Olanrewaju et 

al., 2017) (Figure 4). 

 

Figure 4: Mécanismes de promotion de la croissance des plantes par les bactéries 

solubilisatrices de phosphate ( Olanrewaju et al., 2017). 
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De nombreuses Bactéries solubilisatrices de phosphate présentent fréquemment une ou 

plusieurs de ces caractéristiques susmentionnées dans la figure 4, ce qui donne lieu à un spectre 

diversifié de BSP, dont les activités varient en fonction des conditions environnementales et du 

sol (Ferreira et al. 2019 ; Tapia-Torres and Morón-Cruz 2019 ; Vishwakarma et al. 2020 ; 

Jiménez-Mejía et al. 2022). 

I. Fixation d’azote  

L’azote (N) est un élément nutritif clé dans le développement des plantes, l'azote demeure 

l’élément essentiel pour toutes les formes de vie et le nutriment le plus vital pour la croissance 

et la productivité des plantes (Ahemad and Kibret, 2014; Gopalakrishnan et al., 2015; Dahal et 

al., 2017). Malgré le fait qu’il constitue environ 78 % de l’atmosphère terrestre, cette forme 

d’azote gazeux N2 reste indisponible pour les plantes, c’est-à-dire qu’elle ne peut être absorbée 

par les plantes, qu’après avoir été transformée en ammoniac (Olanrewaju et al., 2017) . 

Malheureusement, aucune espèce végétale n'est capable de fixer le diazote atmosphérique et de 

le dépenser directement pour sa croissance. Ainsi, l'azote atmosphérique est converti en formes 

utilisables par la plante par fixation biologique de l'azote qui transforme l'azote en ammoniac 

par des micro-organismes fixant l'azote en utilisant un système enzymatique complexe appelé 

nitrogénase (Gaby & Buckley, 2012). Certaines bactéries sont capables de fixer le dioxyde 

d’azote (en convertissant l’azote atmosphérique en ammonium) et de fournir de l’azote aux 

plantes (Harindintwali et al., 2022; Qiyu et al., 2022). Plusieurs genres, dont Azotobacter, 

Azospirillum, Azorhizobium et Rhizobium, sont connus pour favoriser la croissance des plantes 

par la fixation de l’azote. Dans la catégorie des bactéries fixatrices d’azote, certaines vivent 

librement et n’ont pas besoin d’hôte pour effectuer le processus (par exemple ; Azotobacter, 

Agrobacterium, Azospirillum, Pseudomonas, Microbacterium, Bacillus, Klebseilla et 

stenotrophomonas), tandis que d’autres sont symbiotiques et fixent l’azote uniquement en 

association avec certaines plantes, comme les légumineuses (par exemple ; Rhizobium  et 

Azorhizobium) (Ha et al., 2018; Hnini et al., 2022; Nagatani et al., 1971; Wang et al., 2017). Il 

a été prouvé dans plusieurs études que l’inoculation par des bactéries fixatrices d’azote 

contribue à l’assimilation de l’azote et l’amélioration de la croissance des plantes, conduisant à 

un meilleur rendement. À titre d’exemple, (Bargaz et al. (2018) ont rapporté que l'inoculation 

des graines des légumineuses avec des bactéries fixatrices d’azote déclenche la croissance des 

plantes par la fixation d’azote, la solubilisation du phosphore et la production d'hormones 

favorisant la croissance des plantes. 
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II. Solubilisation du phosphate 

Le phosphore (P) est le nutriment le plus limitant pour la croissance et le développement 

des plantes (Gupta et al., 2021; Yadav et al., 2020). Il joue un rôle important dans pratiquement 

tous les principaux processus métaboliques de la plante, y compris la photosynthèse, le transfert 

d'énergie, la transduction du signal, la biosynthèse des macromolécules et la respiration (Gupta 

et al., 2012, 2021). Dans le sol, cet élément est abondamment disponible sous deux formes 

principales : les formes minérales (phosphate inorganique Pi) et les formes organiques (Po). Le 

Pi minéral provient de l’altération des roches phosphatées, il représente environ 35 à 70 % du 

P total dans le sol, les apatites, la strengite et la variscite sont les principaux minéraux du P 

(Gupta et al., 2014). Tandis que le Po résulte de la dégradation des végétaux par la faune et la 

flore du sol. Il représente généralement environ 30 à 50% du P total dans le sol (Alori et al., 

2017). 

Malgré le grand réservoir de phosphore dans le sol, seule une très faible quantité est 

disponible pour les plantes (Ahemad and Kibret, 2014). En effet, les plantes ne les utilisent que 

sous deux formes : (a) les ions monobasiques et (b) les ions dibasiques (Bhattacharyya and Jha, 

2012). Il a également été signalé qu’en raison de la conversion rapide du phosphore en 

complexes insolubles de différents oxydes et hydroxydes métalliques, la plupart des sols 

cultivables sont déficitaires en phosphates disponibles (Sandilya et al., 2018). Ces formes de P 

présentent différents niveaux de disponibilité pour les plantes. Certaines formes se retrouvent 

très peu en solution dans le sol, d’autres formes ne vont migrer que très lentement de la phase 

solide vers la solution du sol ; alors que d’autres ne peuvent être libérées que suite à l’activité 

d’organismes vivants (minéralisation, solubilisation). Seul le phosphore en solution dans l’eau 

du sol peut être prélevé par les racines des plantes sous ses formes solubles du type 

monobasique et dibasique (H2PO4 - ou HPO4 2-) (Gopalakrishnan et al., 2015; Gupta et al., 

2014).  

Par ailleurs, l’assimilation du phosphore par la plante est contrôlée par ses besoins, par l’activité 

et la morphologie de son système racinaire, par la disponibilité du P dans le sol et aussi par la 

présence de micro-organismes dans la rhizosphère des plantes. Ces derniers étant capables de 

mobiliser le phosphore peu mobile et non disponible du sol, leur exploitation dans le but de 

minimiser l’utilisation des engrais phosphatés est très considérée par la communauté 

scientifique. Dans ce sens, les recherches scientifiques se sont dirigées vers l’exploitation des 

bactéries Solubilisatrices de Phosphate, qui sont capables de convertir le phosphore insoluble 

en une forme accessible et facilement assimilable par les plantes  (Ahemad and Kibret, 2014; 

Gupta et al., 2014; Rfaki et al., 2020).  



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 20  
  

  

Figure 5: Mécanismes de solubilisation du phosphate organique et inorganique par les 

bactéries solubilisatrices de phosphate (Prabhu et al., 2019). 

II.1.  Solubilisation du phosphate organique 

La teneur en phosphore organique du sol peut atteindre 30 à 50 % de la quantité 

totale(Ibrahim et al., 2022), le phosphore organique du sol se trouvant principalement sous 

forme de phosphate d’inositol (phytate du sol) (Plassard et al., 2015). D’autres composés 

organiques du phosphore ont été signalés, notamment : phosphomonoesters, phosphodiesters, 

phospholipides, acides nucléiques et phosphotriesters (Alori et al., 2017; Behera et al., 2014). 

De plus, de grandes quantités de phosphonates xénobiotiques (pesticides, détergents, 

antibiotiques et ignifugeants) qui sont régulièrement rejetées dans l’environnement contiennent 

également du P organique (K. Mahmud et al., 2021). La plupart de ces composés organiques 

ont un poids moléculaire élevé et résistent à l’hydrolyse chimique (Peña-Fernández et al., 2022). 

Ces composés doivent être convertis en phosphates ioniques solubles (Pi, HPO4
2-, H2PO4-) ou 

en phosphates organiques de faible poids moléculaire pour qu’ils soient absorbés par les plantes 

(Peix et al., 2001). 

Plusieurs groupes d’enzymes sécrétées par les microorganismes solubilisant le phosphate 

participent au processus de minéralisation du phosphate (Elhaissoufi et al., 2021; Timofeeva et 

al., 2022). Les premiers groupes d’enzymes sont ceux qui déphosphorylisent les liaisons 

phosphore-ester ou liaisons phosphoanhydride des composés organiques. Il s’agit de 

phosphatases acides non spécifiques (NSAPs). Les phosphomonoestérases, aussi appelées 
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phosphatases sont les enzymes les plus étudiées parmi ces NSAPs libérés par les PSM 

(Nannipieri et al., 2011). Ces enzymes peuvent être des phosphomonoestérases acides ou 

alcalines (Jorquera et al., 2011). Le pH des sols possédant une activité phosphatase a été signalé 

comme étant un pH acide à neutre, indiquant que les phosphatases acides jouent un rôle majeur 

dans ce processus (Schnug and Haneklaus, 2016). Il a été prouvé que les BSP améliorent la 

solubilisation des composés phosphatées insolubles par la libération des acides organiques et 

des enzymes phosphatases. Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus 

amyloliquefaciens, Bacillus wiedmannii, Bacillus siamensis, Burkholderia paludis, 

Burkholderia cenocepacia, Burkholderia contaminans, Burkholderia cepacia and 

Paenibacillus sp. ont été rapporté comme étant des BSP  solubilisant le phosphate minéral par 

la production d’enzymes phosphatases (Chawngthu et al., 2020).  

La phytase est une autre enzyme impliquée dans la minéralisation du P organique. Cette 

enzyme est responsable de la libération du phosphore contenu dans les composés organiques 

du sol (graines de plantes et pollen) qui sont stockés sous forme de phytate (polyphosphate 

inositol) (Alori et al., 2017). Bien que les plantes ne puissent pas obtenir le phosphore 

directement du phytate, la présence de Bactéries solubilisatrices de phosphate dans le sol peut 

compenser l’incapacité des plantes à obtenir des phosphates directement du phytate grâce à la 

production des phytases (Timofeeva et al., 2022). Les phytates sont synthétisés par les plantes 

et représentent une quantité très importante (60% à 80%) de phosphore organique dans le sol 

(Lim et al., 2007). Cependant, les liaisons ester dans l’acide phytique sont assez stables et leur 

dégradation naturelle est pratiquement impossible. Les BSP jouent un rôle important dans le 

processus de recyclage du phosphore par la minéralisation du phytate via la production des 

enzymes phytases (Jorquera et al., 2008; Timofeeva et al., 2022). Le phytate peut être 

complètement hydrolysé avec la formation d’un inositol et de six molécules de phosphate 

inorganique, ou partiellement avec la formation de faibles isomères de polyphosphate d’inositol 

et de phosphates inorganiques (Rao et al., 2009).  

Plusieurs bactéries ont montré leur capacité à solubiliser les phytates, par la production 

des enzymes phytases,  parmi eux,  on trouve les genres Enterobacter, Pseudomonas, Pantoea, 

Xanthomonas (Jorquera et al., 2008), Achromobacter et Tetrathiobacter (Kumar et al., 2013), 

Bacillus, Shewanella,, Pedobacterobsis et  Janthinobacterium (Timofeeva et al., 2022). La 

solubilisation des phytates via l’utilisation des phosphatases acides a été également découverte 

chez Klebsiella aerogenes (Richardson and Hadobas, 1997), Enterobacter, Pantoea et 

Pseudomonas (Jorquera et al., 2008), Burkholderia cepacia (Rodríguez et al., 2000), 

Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Citrobacter freundi, Proteus mirabalis, et Serratia 
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marcenscens (Timofeeva et al., 2022). Bien que P. sonchi SBR5 possède certaines de ces 

enzymes associées à la solubilisation du phosphate, aucune activation des gènes correspondants 

n'a été observée lorsque l'expression différentielle des gènes a été analysée dans des conditions 

de solubilisation du phosphate (Brito et al., 2020). 

II.2.  Solubilisation du phosphate inorganique 

 Au cours des dernières années, de nombreuses études ont été réalisées sur les 

caractéristiques et les mécanismes de solubilisation du phosphore par les BSP. En effet les BSP 

sont capables de dissoudre les phosphates insolubles en sécrétant des acides organiques de 

faible poids moléculaire (Patel et al., 2008). Dans les sols alcalins, les phosphates peuvent 

précipiter pour former des phosphates de calcium, leur solubilité augmentant avec une 

diminution du pH du sol. Les BPS augmentent la disponibilité du phosphore en sécrétant des 

acides organiques qui causent une diminution du pH du sol (Son et al., 2006; Vijayakumar and 

Rajasekharan, 2016). L’augmentation du pH du sol entraîne l’apparition de formes divalentes 

et trivalentes de phosphore inorganique : HPO4
2- et PO4

3- (Kalayu, 2019). 

Les acides organiques sont produits dans l’espace périplasmique par oxydation directe 

(Zhao et al., 2014). La libération de ces acides organiques par les bactéries s’accompagne 

généralement d’une diminution du pH. cependant, il n’y a pas de corrélation entre le pH et la 

quantité de phosphore solubilisé (Lahsini et al., 2022). 

L’efficacité de la solubilisation dépend de la force et de la nature des acides. Les acides 

di et tri-carboxyliques sont plus efficaces que les acides monobasiques et aromatiques, et les 

acides aliphatiques sont plus efficaces dans la solubilisation des phosphates que les acides 

phénoliques, citriques et fumariques. Parmi les acides organiques qui solubilisent les 

phosphates, on trouve principalement les acides citriques, lactiques, glycoliques, oxaliques, 

glyconiques, acétiques, maliques, fumariques, succiniques, tartriques, maloniques, glutariques, 

propioniques, butyriques, glyoxaliques et adipiques (Chawngthu et al., 2020; Elhaissoufi et al., 

2021; Timofeeva et al., 2022) avec l’acide gluconique et l’acide 2-ceto-gluconiue étant les 

agents solubilisant les plus courants pour les phosphates minéraux.  

Les acides organiques sont synthétisés suite au métabolisme du carbone (Y. Wang et 

al., 2021), la production de ces acides est étroitement liée à la concentration de phosphate 

soluble. Il a été prouvé que la production d’acides comme l’acide gluconique et l’acide 

pyruvique par les BSP est significativement affectée par la concentration de phosphate soluble 

(Buch et al., 2008; Zeng et al., 2016).  La conversion du glucose en acides organiques par les 

cellules des bactéries solubilisatrices de phosphate (BSP) est plus élevée en cas de déficience 
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en phosphate que lorsque le phosphate est abondant. Cela suggère que la concentration de 

phosphate soluble contrôle la production des acides organiques impliqués dans la solubilisation 

du phosphate minéral par les BSP (Buch et al., 2008). En effet, en cas de déficience en 

phosphate, on observe une augmentation de la sécrétion d'acide gluconique, qui est causée par 

un changement dans la voie métabolique prédominante du glucose, passant de la 

phosphorylation à l'oxydation directe. (Buch et al., 2008). Cet acide est un acide organique 

efficace impliqué dans la solubilisation des phosphates minéraux chez Serratia marcescens 

(Ben Farhat et al., 2013) et Erwinia herbicola (Liu et al., 1992). D’autres mécanismes sont 

impliqués dans la solubilisation du phosphate minéral par les microorganismes à savoir ; la 

production des acides inorganiques (l’acide sulfurique, l’acide nitrique, et l’acide carbonique). 

Cependant, l’efficacité de la contribution des acides inorganiques dans la libération des 

orthophosphates semble moins efficace que celle des acides organiques (Vazquez et al., 2000). 

Les acides inorganiques sont produits par des bactéries nitrifiantes et sulfo-oxydantes lors de 

l’oxydation de composés sulfurés azotés ou inorganiques. Les acides inorganiques produits 

réagissent avec les phosphates insolubles et les convertissent en formes solubles (Prabhu et al., 

2019). 

Les substances chélatantes jouent également un rôle important dans la solubilisation du 

phosphate. Les acides comme l’acide 2-céto-gluconique, l’acide humique et l’acide fulvique 

sont connus comme des chélateurs de cations comme le calcium, le fer et l’aluminium. Ils sont 

efficaces dans la solubilisation du phosphate inorganique complexé avec le calcium, le fer et 

l’aluminium ( Sperber, 1958; Katznelson and Bose, 1959; Mehmood et al., 2022). Ces acides 

sont libérés par les micro-organismes lors de la dégradation des débris végétaux (Stevenson and 

Cole, 1999). 

L’acidification du milieu due à l’excrétion de protons H+ a été signalée aussi comme un 

autre mécanisme de solubilisation inorganique des phosphates (Prabhu et al., 2019). 

L’excrétion de H+ provient de l’assimilation de NH4+ (Timofeeva et al., 2022), de la 

production respiratoire de H2CO3  (Rawat et al., 2020), et de l’extrusion des anions d'acides 

organiques (Maharana and Dhal, 2022). Rodrı́guez et Fraga (1999) ont montré que la libération 

des protons H+ à la surface externe en échange de l’absorption de cations ou la translocation 

de H+ par ATPase pourrait constituer d’autres moyens de solubilisation des phosphates 

minéraux. 
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III. Solubilisation du potassium 

 Le potassium (K) est le troisième macronutriment majeur après l’azote et le phosphore. Il 

est l’un des principaux nutriments essentiels pour toutes les plantes (Raza et al., 2021). Il joue 

un rôle majeur dans l’activation de plusieurs processus métaboliques, y compris la synthèse des 

protéines, la photosynthèse, l’activation enzymatique, le transport de l’eau et des nutriments 

dans les plantes par le xylème et la synthèse de l’amidon (Johnson et al., 2022). Il joue 

également un rôle dans l’amélioration de la durée de conservation des cultures et de la résistance 

aux maladies (Kanda et al., 2022).  Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont 

généralement très faibles, plus de 90% du potassium dans le sol existe sous forme de roches 

insolubles et de minéraux silicatés (Samantray et al., 2022). De plus, en raison d'une application 

d'engrais déséquilibrée, la carence en potassium devient l'une des principales contraintes de la 

production agricole. En l'absence d'une quantité adéquate de potassium, les plantes peuvent 

présenter plusieurs problèmes tels qu'un développement racinaire insuffisant, une croissance 

lente, la production de petites graines et une faible productivité (Nosheen et al., 2021). Cela a 

mis l'accent sur la recherche d'une autre source indigène de potassium afin de maintenir ces 

niveaux dans les sols et de soutenir la production agricole organique. Soumare et al. (2023). 

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes sont capables de solubiliser la roche 

potassique grâce à la production et à la sécrétion d'acides organiques tels que l’acide citrique, 

tartrique, oxaliques, 2-cétogluconique, propionique, malique, gluconique, succinique, et l’acide 

fumarique (Vaghela et Gohel, 2023). Parmi ces acides, les acides gluconiques, oxaliques, 2-

cétoguconiques et succiniques sont les plus efficaces impliqués dans la solubilisation du K 

insoluble  (Meena et al., 2016). Les PGPR telles que Acidothiobacillus ferrooxidans, Bacillus 

edaphicus, Bacillus mucilaginosus, Burkholderia, Paenibacillus sp. et Pseudomonas peuvent 

libérer le K à partir de minéraux rocheux (comme le mica, l’illite, le feldspath et l’orthoclase) 

par la production d’acides organiques comme l’acide oxalique, citrique, fumarique et tartrique 

(Aloo et al., 2020; Meena et al., 2016; Soumare et al., 2023). De plus, l'inoculation de plants de 

blé et de maïs avec Azotobacter chroococcum, Bacillus mucilaginosus et Rhizobium conduit à 

une mobilisation beaucoup plus élevée du potassium à partir des déchets de mica (Meena et al., 

2016). Il a été rapporté que la solubilisation des déchets de mica par B. mucilaginosus et B. 

edaphicus est associée à la production d’acide citrique, tartrique et oxalique (Basak and Biswas, 

2009). Ces acides sont des sources d’ions H+ capables de dissoudre le phosphate minéral et le 

rendre disponible pour la plante.  

En plus de la production d’acide organique, il existe d’autres mécanismes par lesquels les 

bactéries solubilisent le K inorganique, comme la production de siderophores, les 
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exopolysaccharides, la sécrétion de composés phénoliques, des substances humiques et la 

complexation entre divers ions métalliques comme le Ca, Al et le fer (Soumare et al., 2023). 

De ce fait, l'application de bactéries solubilisant le potassium comme biofertilisant pour 

l'amélioration de l'agriculture peut réduire l'utilisation de produits agrochimiques et soutenir la 

production de cultures respectueuses de l'environnement (Aloo et al., 2020; Meena et al., 2016; 

Nosheen et al., 2021; Soumare et al., 2023; Vaghela and Gohel, 2023). 

IV. Production d’hormones de croissance 

 Les phytohormones ou régulateurs de croissance des plantes sont essentiellement des 

substances synthétisées par les plantes qui agissent comme des molécules de signalisation 

et qui, à de très faibles concentrations, influencent divers processus physiologiques chez les 

plantes, tels que l'allongement cellulaire, la dominance apicale, la différenciation tissulaire, la 

division cellulaire et la communication intracellulaire (Cassán et al., 2014). Selon leur 

composition structurelle et leur réponse aux processus physiologiques qui se déroulant dans les 

plantes, ils sont divisés en cinq catégories principales : (1) les auxines, (2) les gibbérellines, 

(3) les cytokinines, (4) l'éthylène et (5) l'acide abscissique (Figure 6). Dans des conditions 

environnementales défavorables, les plantes maintiennent souvent leurs niveaux d’hormones 

endogène pour contrer les effets négatifs des conditions stressantes (Chen et al., 2022; Llanes 

et al., 2016). 

La production de phytohormones est répandue parmi les bactéries associées aux plantes et au 

sol. Les réponses hormonales sont essentielles pour la croissance et le développement 

des plantes et pour atténuer les conditions de stress biotiques et abiotiques (Khan et al., 2020; 

Wahab et al., 2022). Parmi ces hormones, on retrouve les auxines, les gibbérellines et les 

cytokinines, qui jouent un rôle important dans les processus de développement des plantes et 

exercent une régulation de la croissance en situation de stress (Pal et al., 2023). Ci-dessous, 

nous aborderons brièvement certaines phytohormones produites par les bactéries et leur rôle 

dans la régulation du développement des plantes. 
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Figure 6: Différents effets des phytohormones produites par les PGPR pour induire des 

changements dans la croissance des plantes (Khatoon et al., 2020). 

IV.1. Production de l’Acide Indole Acétique (AIA) 

  Historiquement, l'auxine synthétisée par les PGPRs est considérée comme le principal 

mécanisme utilisé par les bactéries pour faciliter la croissance des plantes. De plus, parmi les 

auxines biologiquement actives, la plupart de la littérature scientifique se concentre sur 

l'acide indole-acétique (AIA), de sorte que les termes AIA et auxine sont souvent utilisés de 

façon interchangeable (Orozco-Mosqueda et al., 2023). 

L-tryptophane est un précurseur important pour la production d'AIA par les bactéries (Wagi 

and Ahmed, 2019). La première étape de cette voie est la conversion catalysée par 

l'aminotransférase du tryptophane en indole-3-pyruvate. Dans la deuxième étape, l'indole-3-

pyruvate est converti en AIA en présence d'une monooxygénase contenant de la flavine 

(Matthes et al., 2019). En outre sur la base d’une combinaison d’études biochimiques et 

génétiques il existe quatre voies majeures dépendantes du tryptophane sont impliquées dans la 

synthèse microbienne de l'AIA ; ces voies sont nommées en fonction de leur composé 

intermédiaire : la voie de l'indole-3-acétamide, la voie de l'indole-3-acétonitrile, la voie de 

l'indole-3-tryptamine et la voie de l'indole-3-acide pyruvique qui représente la principale voie 

de production d'AIA chez les PGPR ( Liu et al., 2016; Imada et al., 2017; Orozco-Mosqueda et 

al., 2023). 

L'AIA favorise un large éventail de caractéristiques de croissance des plantes, y compris 

la croissance des racines et des pousses, l'élargissement des cellules, la colonisation bactérienne 

des racines, la différenciation des tissus vasculaires, la résistance aux agents pathogènes, la 
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stimulation de la division cellulaire et l’allongement des tiges et des racines (Du et al., 2020; 

Nascimento et al., 2020). Il a été rapporté que 90% des gènes liés à la croissance des racines 

sont régulés positivement par les auxines sur la base de l'analyse des données de séquençage 

du transcriptome ( Zhang et al., 2018). De surcroit, la production d'AIA est l'un des mécanismes 

utilisés par le PGPB pour solubiliser le phosphate inorganique et le rendre assimilable par les 

plantes (Alemneh et al., 2020). 

L'AIA se trouve couramment dans les plantes sous des formes conjuguées et inactives, la forme 

conjuguée représentant généralement environ 75% de l’AIA total dans les plantes. D’autre part 

une très grande proportion (~ 80-90%) des PGPB identifiées synthétisent de l’AIA, tels que 

Acetobacter, Actinobacter, Azospirillum, Arthrobacter, Azotobacter, Bradyrhizobium, 

Serratia, Burkholderia, Herbaspirillum, Kebssiella, Mesorhizobium, Paenibacillus, Pantoea, 

Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, Strenotophomonas, Streptomyces, Rouxiella, 

Enterobacter, et Agrobacterium (Duca et al., 2018, 2014; Oleńska et al., 2020; Patten et al., 

2013; Tabassum et al., 2017). 

IV.2. Cytokinines 

Les cytokinines (CK) sont des dérivés des purines, dont la structure ressemble à celle 

de l'adénine (Liu et al., 2019). La forme la plus courante de cytokinine dans les plantes est la 

zéatine, isolée pour la première fois à partir de Zea mays (maïs) dans les années 1950 (Orozco-

Mosqueda et al., 2023). 

Les cytokinines jouent un rôle important dans de nombreux aspects de la croissance et 

du développement des plantes. Ils favorisent la division cellulaire ou la cytokinèse, régulent la 

dominance apicale en réponse aux stimuli environnementaux, contribuent à la germination des 

graines, augmentent la surface racinaire en favorisant l’allongement des racines adventives et 

latérales, et la formation de nodules. Les cytokinines interviennent dans le développement du 

système vasculaire en maintenant l'activité des méristèmes des racines et des pousses, la 

différenciation du xylème et du chloroplaste, la transition vers la phase de croissance 

reproductive, le développement des fleurs et des fruits, l'embryogenèse, la sénescence des 

feuilles, la signalisation nutritionnelle, les interactions plante-pathogène, ainsi que le transfert 

du signal des racines vers les pousses en cas de stress environnemental (Aloni et al., 2006; 

Arkhipova et al., 2007; Osugi and Sakakibara, 2015; Akhtar et al., 2020; Orozco-Mosqueda et 

al., 2023). 

Basé sur des données biochimiques et des séquences d'ADN, en plus des cytokinines 

synthétisées par les plantes, certaines bactéries peuvent synthétiser des cytokinines, notamment 
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la zéatine, la zéatine riboside et l'isopentényladénine (Forni et al., 2017). Sa production a été 

enregistrée chez plusieurs espèces bactériennes à savoir Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, 

Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Paenibacillus et Pseudomonas. Il a été constaté que dans 

les conditions in vitro, en moyenne 90 % des bactéries de la rhizosphère synthétisent et libèrent 

des promoteurs de croissance de type cytokinines (Oleńska et al., 2020; Swarnalakshmi et al., 

2020). La capacité de PGPR à synthétiser les cytokinines a été beaucoup moins étudiée que sa 

capacité à produire des auxines, bien que pratiquement toutes les revues de PGPR aient abordé 

la production microbienne de cytokinines. L'équilibre entre les niveaux d'auxine et de 

cytokinine est généralement considéré comme un régulateur clé de l'organogenèse des plantes 

et de la structure des racines. Comme certains PGPR sont capables d'induire ces deux hormones 

le rapport entre l'auxine et la cytokinine dans les tissus peut être important pour déterminer la 

réponse des plantes à l'inoculation par les rhizobactéries (Kudoyarova et al., 2019). 

IV.3. Gibbérellines  

  Les gibbérellines ou l'acide gibbérellique (GA) sont des composés di-terpénoïdes 

tétracycliques, qui forment une très grande famille de composés apparentés comprenant environ 

126 composés connus. Cependant, seuls quatre membres de cette famille semblent avoir une 

activité biologique. Les gibbérellines biologiquement actives sont GA1, GA3, GA4 et GA7. La 

gibbérelline GA3 est la forme la plus courante de cette hormone végétale. D'autres gibbérellines 

(inactives) peuvent être impliquées dans la biosynthèse ou la dégradation des gibbérellines 

actives (Yamaguchi, 2008; Swarnalakshmi et al., 2020; Orozco-Mosqueda et al., 2023). 

Les gibbérellines sont impliquées dans plusieurs processus physiologiques de 

développement chez les plantes. Ce sont des régulateurs clés de la formation et la croissance 

des organes reproducteurs et de la maturation des fruits et des graines viables (Plackett and 

Wilson, 2017).  Elles régulent positivement la division et l’élongation cellulaire, stimulent la 

croissance de l’hypocotyle, de la tige, des feuilles, la croissance des racines et la prolifération 

des poils absorbants (Yamaguchi, 2008; Martínez et al., 2016; Binenbaum et al., 2018). Les 

gibbérellines agissent ainsi comme des molécules de signalisation pour la plante hôte dans des 

conditions de stress et de non-stress (Goswami and Deka, 2020). Elles sont capables à la fois 

de stimuler la germination des graines et de l'inhiber à température élevée (Urbanova and 

Leubner-Metzger, 2016). 

Semblable aux auxines et aux cytokinines, la production de GA n'est pas limitée aux 

plantes mais se produit également couramment chez les champignons et les bactéries. 
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Cependant, la fonction des GA dans ces organismes n’est pas bien connue ; elles peuvent agir 

comme facteurs de signalisation pour les plantes hôtes, par exemple dans l'association 

symbiotique des Rhizobiaceae avec les légumineuses (Ryan et al., 2017a; Ryan et al., 2017b; 

Nett et al., 2022) En effet, le premier rapport sur la caractérisation des gibbérellines chez les 

bactéries a été porté sur des cultures gnotobiotiques de Rhizobium meliloti, dans lesquelles la 

présence de GA1, GA4, GA9 et GA20 a été détectée (Atzorn et al., 1988). À partir de ce temps-

là, la synthèse de GA a été confirmée dans de nombreux genres bactériens, notamment 

Achromobacter, Acinetobacter, Acetobacter, Gluconobacter, Diazotrophicus, Herbaspirillum, 

seropedicae, Bacillus, Azospirillum, et Rhizobia (Gutiérrez-Mañero et al., 2001; Ryan S. Nett 

et al., 2017; Nagel et al., 2018; Nett et al., 2022).  

Le GA3 est le plus souvent produit par des bactéries, cette phytohormone protège les plantes 

du stress biotique et abiotique en modulant les niveaux d'antioxydants par la diminution de la 

superoxyde dismutase, des flavonoïdes et des scavangers des radicaux (Goswami and Deka, 

2020). Les gibbérellines produites par les bactéries, stimulent l’absorption d’ions calcium et 

d’autres nutriments qui sont efficaces pour moduler le stress salin en réduisant la peroxydation 

des membranes lipidiques (Carlson et al., 2020).  

De nombreux rapports ont confirmé que la gibbérelline produite par les bactéries stimule 

la croissance, le rendement et la tolérance des plantes aux stress abiotiques ( Lee et al., 2015; 

Kang et al., 2017; Revolti et al., 2018; Kang et al., 2019).  

V. Production d’aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase 

 

 L’éthylène est une hormone végétale qui favorise le mûrissement des fruits ainsi que 

plusieurs autres réactions physiologiques au cours du cycle de vie des plantes. Dans la voie de 

biosynthèse de l'éthylène, la S-adénosylméthionine (S-AdoMet) est convertie par la 1-

aminocyclopropane-1- carboxylate synthase (ACS) en 1- aminocyclopropane-1-carboxylate 

(ACC) (Figure 7), le précurseur immédiat de l'éthylène qui se synthétise en excès dans les 

plantes soumises à un stress hydrique et salin, provoquant une cascade d'effets néfastes qui 

retardent la croissance des plantes par obstruction de la germination des graines et du 

développement des racines (Vurukonda et al., 2015; Chandra et al., 2021). 

 En conditions de stress salin et hydrique, diverses bactéries peuvent interférer avec 

l'activité de l'ACC en produisant de l'ACC désaminase, qui abaisse le niveau d'éthylène par 

décomposition de la molécule d’ACC en α-ketobutyrate et en ammonium en fournissant l’azote 
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et l’énergie nécessaires à la croissance des plantes, ainsi il favorise l’élongation des racines ce 

qui améliore l’absorption de l’eau (Etesami et al., 2020).  

Sous stress hydrique, la souche Achromobacter piechaudii ARV8 produit de l'ACC 

désaminase, ce qui entraîne une augmentation significative du poids frais et sec des plants de 

tomate et de poivron (Vurukonda et al., 2015).  De plus, certaines souches de Bacillus 

amyloliquefaciens et Agrobacterium fabrum ont montré leurs capacités à améliorer le 

rendement du blé par la production de l’ACC désaminase, que ce soit lors d'une inoculation 

simple ou d'une co-inoculation (Zafar-ul-Hye et al., 2019). 

Des études ont montré que les rhizobactéries vivant dans des zones avec des ressources en 

eau limitées et des périodes de sécheresse répétées ont une plus grande capacité à s'adapter au 

stress hydrique et à améliorer la croissance des plantes par rapport à celles isolées dans des 

zones où l'eau est abondante (Vurukonda et al., 2015). En ce qui concerne le stress salin, 

plusieurs bactéries telles que Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Variovorax 

paradoxus, Enterobacter sp., Arthrobacter sp. et Bacillus sp. ont montré leurs capacités à 

réduire les niveaux d'éthylène dans les plantes (Etesami et al., 2020). Par exemple, l'inoculation 

de l'arachide avec Pseudomonas fluorescens, de la tomate avec Streptomyces sp., du blé avec 

Serratia sp. et du pois avec Arthrobacter protophormiae a montré un pouvoir protecteur des 

plantes contre le stress, grâce à la production d'ACC désaminase (Saberi Riseh et al., 2021).  

 

Figure 7: Rôle des PGPR dans la régulation de l'éthylène et la croissance des plantes Chandra 

et al., 2021) 
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VI. Biocontrôle 

VI.1. Production des sidérophores 

Le fer est un cofacteur nécessaire à la croissance des organismes vivants. Il existe sous 

deux états en solution aqueuse, Fe2+ et Fe3+, cependant les formes Fe3+ ne peuvent pas être 

utilisées par les plantes ou les microorganismes, car elles créent des oxydes et des hydroxydes 

insolubles, limitant ainsi leur biodisponibilité (Kumar and Meena, 2019).  Les sidérophores sont 

des molécules organiques de faible poids moléculaire (500 à 1500 Da) dotées de chaînes 

latérales et de groupes fonctionnels capables de fixer les ions ferriques. Ils ont une affinité 

élevée pour les ions ferriques (Fe3+), qui sont générés par les microbes et les plantes en réponse 

à des conditions de carence en fer (Wang et al., 2022). Les sidérophores chélatent le fer ferrique 

dans l’environnement entourant la zone de sécrétion; la reconnaissance des complexes 

sidérophores de Fe par les protéines des récepteurs membranaires facilite l’absorption du fer 

dans les cellules microbiennes et végétales (Al‐Karablieh et al., 2022). Il existe une très grande 

diversité de sidérophores bactériens avec plus de 500 types identifiés à ce jour, de structures 

chimiques différentes. Ils se répartissent en quatre familles principales selon le groupe 

fonctionnel caractéristique impliquées dans la chélation du fer, les hydroxamates, les 

catécholates, les carboxylates et les phénolates (Bellavita et al., 2023). La plupart des 

sidérophores bactériens sont des catécholates (centérobactine), et certaines sont des 

carboxylates (rhizobactine) et des hydroxamates (ferrioxamine B). Cependant, il existe aussi 

certains types de sidérophores bactériens qui contiennent un mélange des principaux groupes 

fonctionnels (pyoverdine) (Ahmed and Holmström, 2014). En tant que principale classe de 

sidérophores, les hydroxymates sont produits par les bactéries telles que : Pseudomonas 

fluorescens, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Micrococcus luteus, Methylobacterium 

radiotolerans, Methylobacterium zatmanii, Streptomyces coelicolor, Yersinia pestis et 

Halorubrum saccharovorum, les Catécholates sont produits par : Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Bacillus 

cereus, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Vibrio cholera, Agrobacterium tumefaciens, 

Paracoccus denitrificans et Aeromonas hydrophila. Tandis que les Carboxylates sont produits 

par : Rhizobium meloti, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus aureus, Halococcuss 

accharolyticus, Halorubrum saccharovorum, Haloterrigena turkmenica et Halogeometricum 

sp. (Patra et al., 2017).  

La production des sidérophores est une stratégie efficace utilisée par les bactéries, les 

champignons et les plantes pour surmonter le manque en fer et lutter contre les pathogènes du 

sol. La stabilité des complexes sidérophores-fer est un facteur important de l’efficacité des 
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sidérophores. L’application des microorganismes bactéries et champignons ayant la capacité de 

produire les sidérophores devient une stratégie économiquement précieuse pour remédier à la 

carence en fer, améliorer la croissance des plantes et réduire les pertes causées par les 

microorganismes pathogènes.  

 

VI.2. Production du cyanure d’hydrogène (HCN) 

Le cyanure d’hydrogène (HCN) est parmi les métabolites secondaires produits par 

certaines bactéries du sol, par exemple Pseudomonas sp, Bacillus sp et Sphingobacterium sp. 

Le précurseur de la production microbienne de HCN dans la rhizosphère est l’acide aminé 

glycine, qui est présent dans l’eau interstitielle du sol et dans les exsudats racinaires (Sehrawat 

et al., 2022). L’HCN est considéré comme étant un agent de biocontrôle potentiel en raison de 

son effet toxique contre les agents pathogènes, il interfère avec la respiration cellulaire chez les 

eucaryotes en inhibant l’activité du cytochrome C oxydase dans les mitochondries. Il se lie 

également à plusieurs autres métalloprotéines et les désactive (Singh et al., 2019). Cette 

inhibition de la respiration aérobie en bloquant la chaîne de transport des électrons 

mitochondriaux entraîne une hypoxie histotoxique, qui augmente l’acidose de la réduction 

anaérobie du pyruvate en acide lactique. La cyanogenèse bactérienne est généralement présente 

dans certaines bactéries de genre Pseudomonas, Aeromonas, Chromobacterium, Burkholderia, 

Bacillus, Rhizobium et cyanobactéries (Sehrawat et al., 2022). D’autre part, Rijavec et  Lapanje 

(2016), ont signalé que l’HCN contribue à l’amélioration de la nutrition des plantes, car il a 

l’aptitude de chélater les ions métalliques ce qui aide indirectement à l’augmentation de la 

biodisponibilité de certains nutriments notamment le phosphore. 

 

VI.3. Production des enzymes lytiques 

Les enzymes lytiques telles que la chitinase, la pectinase, la cellulase, β-1,3-glucanase, 

la peroxydase, la protéase, phénylalanine ammonia lyase, et la lipase sécrétées par une variété 

de microorganismes bactéries et champignons perturbent la fonctionnalité des agents 

pathogènes en hydrolysant la chitine, la pectine et la cellulose (Aioub et al., 2022; Asril et al., 

2022; Khalil et al., 2022; Patra et al., 2017; Santoyo et al., 2021; Swiontek Brzezinska et al., 

2014; Vivekananthan et al., 2004). Les enzymes lytiques jouent un rôle pivot dans la 

suppression directe des agents phytopathogènes, ce qui conduit à la réduction des dommages 

aux plantes (Dimkić et al., 2022). La chitinase et la β-1,3-glucanase dégradent la paroi fongique 

et entraînent la lyse cellulaire. En outre, les oligomères de chitine et de glucane libérés lors de 
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la dégradation de la paroi cellulaire fongique, par l'action d'enzymes lytiques, agissent comme 

des éliciteurs qui déclenchent divers mécanismes de défense chez les plantes (Gajera et al., 

2013; Saravanakumar et al., 2007). C’est le cas de B. thuringiensis UM96, une bactérie 

rhizosphérique qui produit la chitinase contre l’agent pathogène B. cinerea responsable de la 

moisissure grise (Santoyo et al., 2021).  

L'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique est un mécanisme utilisé par 

les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Grâce à l'activité de ces enzymes, les 

PGPR jouent un rôle très important dans la promotion de la croissance des plantes, en particulier 

pour les protéger des stress biotiques et abiotiques en supprimant les champignons pathogènes 

(Odhiambo, 2022). Parmi ces bactéries ; P. fluorescens, B. megaterium, B. subtilis et B. cereus 

avec leurs produits métaboliques ont montré un effet significatif dans la lutte contre la 

pourriture des racines et les maladies du flétrissement chez les plantes de la fève causées par 

Rhizoctonia solani, Fusarium solani, F. oxysporum, Macrophomina phaseolina et par 

conséquent, favorisent la croissance des plantes de la fève (Khalil et al., 2022). 

VI.4. Production d’antibiotiques 

Les PGPR produisent une multitude de métabolites secondaires pouvant lutter contre les 

agents nuisibles présents dans la rhizosphère, surtout les antibiotiques (Chowdhury et al., 2020). 

Parmi les trois groupes majeurs d’antibiotiques produits par la plupart des PGPR, les 

polycétides tels que le 2,4-Di-acétyle Phloroglucinol, qui est produit par de nombreuses souches 

bactériennes telles que Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, 

Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas et Serratia, via la 

condensation de trois molécules d’acétyle-CoA et une de malonyl-CoA sous l’action de 

l’enzyme polycétide synthase (Kenawy et al., 2019). Il a des effets antibactériens, 

antifongiques, antihelminthiques et phytotoxiques (Gouda et al., 2016; Kenawy et al., 2019). 

Le second groupe inclus les composés azotés hétérocycliques comme la phénazine et ses 

dérivés, rencontrés généralement chez les espèces pseudomonas sp, Streptomyces sp et 

Alcaligenes sp. Ils présentent un effet antifongique contre Fusarium sp, Rhizoctonia sp, 

Pythium ultimun, Phytophthora sp, Alternaria panax, Colletotrichum sp, Cochliobolus 

miyabeanus et Botrytis cinerea ( Wang et al., 2021). Les lipopeptides qui sont en général sous 

forme cyclique ou linéaire, constituent le troisième, groupe d’antibiotiques produits par les 

PGPR. Ils sont souvent isolés à partir de pseudomonas sp et Bacillus sp, à titre d’exemple, la 

surfactine (Pršić and Ongena, 2020). Ces lipopeptides cycliques produit par Bacillus sp, 

agissent en formant des pores et en perturbant la membrane cellulaire des agents pathogènes 
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grâce à leur structure amphiphilique qui leur permet de s’intercaler dans la bicouche lipidique 

de la membrane plasmique (Pršić and Ongena, 2020).  

VII. Induction de la résistance systémique (ISR) chez les plantes. 

 

Depuis la découverte en 1991 que les microbes non pathogènes dans la rhizosphère 

peuvent déclencher la résistance systémique (Wei et al., 1991), une multitude d'études se sont 

penchées dans le mécanisme moléculaire derrière ce phénomène. La résistance systémique 

induite ISR est un état de défense, dans lequel il permet aux plantes de répondre plus 

efficacement à l’infection par un agent pathogène, étant donné qu’il y a un changement dans la 

réponse physiologique et métabolique de la plante, contre plusieurs agents pathogènes (Messa, 

2021). La ISR peut-être déclenchée par les PGPR soit par renforcement de l’intégrité 

structurelle (physique et résistance mécanique) de la paroi cellulaire ou en modifiant les 

réactions physiologiques et biochimiques de l’hôte, les PGPR activent le système de défense de 

la plante à travers différentes étapes et voies, et sont améliorées après interaction avec l’agent 

pathogène (Ramamoorthy et al., 2001). Ce phénomène mène à la production de signaux 

chimiques de défense comme la chitinase, la peroxydase et les inhibiteurs de la protéinase 

(Kannojia et al., 2019; Messa, 2021). Elle a été rapportée que la communication croisée entre 

la plante et les PGPR qui déclenchent la ISR réduit la sensibilité de la plante aux attaques par 

les pathogènes (Grover et al., 2021; Mitra et al., 2020). De nombreuses espèces de PGPR, en 

particulier Pseudomonas, Bacillus, Brevibacillus, Burkholderia, Kluyvera, Serratia, 

Flavomonas, Curtobacterium et rhizobium ont été signalées pour jouer un rôle important dans 

la promotion de la croissance des plantes grâce au contrôle biologique d’un large éventail de 

phytopathogènes, en déclenchant la résistance systémique lorsqu’elles sont localisées dans la 

rhizosphere des plantes (Grover et al., 2021; Meena et al., 2020; Vallad and Goodman, 2004; 

Volpiano et al., 2019). Les protéines PR (Pathogenesis Related) ont été définies à l'origine 

comme des protéines qui s'accumulent à l'intérieur ou à l'extérieur des cellules végétales après 

interaction avec un agent pathogène (Han et al., 2023; Luo et al., 2023). Cependant, le terme a 

été étendu à d'autres protéines également impliquées dans les mécanismes de défense mais 

exprimées de manière constitutive, telles que l’enzyme phénylalanine ammonia lyase (PAL) ou 

la lipoxygénase (LOX) (Akram et al., 2008; Tajik et al., 2019). La PAL est une enzyme clé de 

la voie des phénylpropanoïdes, elle est impliquée dans les réponses de défense des cellules 

végétales (Tajik et al., 2019). Cette enzyme conduit, entre autres, à la synthèse de  l’acide 

salicylique (SA), molécules formant la lignine, ou à la synthèse de précurseurs utilisés par 
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d'autres voies métaboliques pour produire des phytoalexines ( Tajik et al., 2019; Kobyletska et 

al., 2022). La LOX est impliquée dans la conversion des composés lipidiques, Elle joue un rôle 

important dans la gestion des interactions plante - agent pathogène, en activant des mécanismes 

de réponse et de défense tels que la génération de dommages à la membrane, la production de 

molécules signale (l'acide jasmonique) et la synthèse de substances fongitoxiques via la voie de 

l'oxylipine ( Leone et al., 2006; Ongena et al., 2007; Akram et al., 2008; Singh and Singh, 

2018). Ces enzymes permettent donc la production de métabolites qui sont directement toxiques 

pour le pathogène mais peuvent également indirectement ralentir sa progression en favorisant 

la mort cellulaire en endommageant les membranes cellulaires ( Suresh et al., 2022; Alijani et 

al., 2023).  

VIII. Tolérance aux stress environnementaux 

Bien que des avancées aient été réalisées dans le domaine de la technologie agricole afin 

d'augmenter la production alimentaire, les contraintes environnementales abiotiques perturbent 

encore la productivité agricole. Les principaux stress abiotiques dans le monde sont la 

sécheresse, la salinité, la température (y compris le changement climatique global), la carence 

minérale, la toxicité des métaux lourds, etc. Les stress abiotiques et biotiques jouent un rôle 

essentiel dans la régulation de la productivité des cultures. Les facteurs de stress abiotiques, tels 

que la sécheresse prolongée, les précipitations excessives, les inondations et les effets néfastes 

des vagues de chaleur et du froid, connaîtront une augmentation future en raison des 

changements climatiques. 

Les plantes adaptent plusieurs stratégies d’adaptation nécessaires pour faire face aux 

contraintes environnementales. L’évolution de meilleures variétés de cultures capables de 

surmonter les stress biotiques et abiotiques s’avère très importante. Cependant, le 

développement de nouvelles variétés contre les stress abiotiques est un processus long. Les 

stratégies alternatives sont donc nécessaires pour lutter contre les stress environnementaux. Les 

mécanismes de lutte biologique comme l’utilisation de microbes bénéfiques peuvent jouer un 

rôle important dans la lutte contre les stress abiotiques. Ces micro-organismes peuvent accroître 

la tolérance des plantes aux stress biotiques et abiotiques.  

VII.2. Tolérance à la salinité 

Les conditions de stress salin (salinité et sodicité) représentent une menace majeure pour 

les cultures, ils sont responsables d'une baisse du rendement annuel de 4 à 6,5 % à l'échelle 

mondiale. Dans les sols touchés par le sel, une forte concentration d’ions de sodium et de 

chlorure influent sur la disponibilité et l’ absorption des nutriments essentiels aux racines des 
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plantes (Chakraborty et al., 2016), ce qui entraîne une perte d’éléments nutritifs, de mauvaises 

caractéristiques du sol et un déséquilibre des éléments nutritifs essentiels, et par conséquent, 

une réduction de la productivité des cultures (Pandey, 2020; Breś et al., 2022).  

En plus de ce qui améliore l'absorption des nutriments, la fixation de l'azote, la solubilisation 

du phosphore et d'autres éléments essentiels, les PGPR peuvent protéger les plantes contre les 

effets nocifs des stress environnementaux, y compris les inondations, la sécheresse, la salinité, 

les métaux lourds et les phytopathogènes (Tank and Saraf, 2010). Les PGPR peuvent augmenter 

la tolérance des plantes à la salinité, agissant principalement par l’accumulation d’osmolytes, 

ce qui améliore l'absorption des nutriments, la fixation de l'azote, la solubilisation du phosphore 

et d'autres éléments essentiels (Vocciante et al., 2022). 

Plusieurs travaux ont signalé que les bactéries isolées des environnements semi-arides arides 

ou salins sont capables de survivre à des concentrations salines inhibitrices par rapport à celles 

isolées d’habitats non salins (Rabhi et al., 2022). Ainsi, les travaux de (Habib et al., 2016) sur 

des rhizobactéries isolées du sol salin ont révélé que des bactéries sélectionnées pour leurs 

activités PGP ont montré des propriétés importantes de tolérance au sel. Ces bactéries ont été 

identifiées comme Enterobacter sp. et Bacillus megaterium. D’autres études ont également 

montré que des souches bactériennes isolées du sol alcalin peuvent solubiliser les phosphates à 

des concentrations élevées de sel et des pH et des températures élevées (Johri et al., 1999; 

Nautiyal et al., 2000; Behbahani and Behbahani, 2009). La capacité des BSP à résister aux 

conditions environnementales défavorables telles que la salinité élevée, le pH élevé / bas et la 

température élevée est non seulement importante pour leur survie dans les sols agricoles, mais 

peut aussi être considérée comme un critère de sélection pour un biofertilisant (Johri et al., 

1999). La capacité de solubilisation du phosphate et de produire d’autres traits PGP en présence 

de concentrations élevées de sel a été étudiée par plusieurs chercheurs. en effet, l’augmentation 

de la concentration de NaCl, induit une augmentation du taux de solubilisation de phosphate 

par les bactéries (Jha et al., 2013; Edulamudi et al., 2014; Khan et al., 2019; Srivastava and 

Srivastava, 2020; Mishra et al., 2021; Rabhi et al., 2022).  De nombreux microorganismes du 

sol capables de tolérer la présence de sel même à des concentrations élevées ont été identifiés 

et caractérisés. Ces bactéries appartenant principalement aux genres Bacillus, Pseudomonas, 

Agrobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Streptomyces et Ochromobactrum, tolérant jusqu’à 

150 g/L de NaCl ( Zhang et al., 2018; Vocciante et al., 2022), ce qui les rend d'excellents 

candidats pour alléger le stress salin des plantes.  
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VIII.2. Résistance à la température 

     Parmi les facteurs de stress abiotiques, le stress thermique est décrit comme l’un des 

principaux facteurs limitants la croissance des cultures à l’échelle mondiale, en effet les 

températures élevées ou basses provoquent une série d’événements en cascade physiologiques, 

moléculaires et biochimiques qui finissent par réduire le rendement des cultures (Mitra et al., 

2021; Shaffique et al., 2022). Parmi tous les stress abiotiques, le stress thermique a l’effet le 

plus dévastateur sur le métabolisme et la croissance des plantes. En effet, le stress thermique 

augmente la morbidité et la mortalité des plantes et détériore leur qualité et si la durée du stress 

thermique augmente, il peut provoquer des changements irréversibles, tels que la destruction 

cellulaire, dans les cellules végétales ( Mitra et al., 2021; dos Santos et al., 2022; Haider et al., 

2022; Perrella et al., 2022). Assurer le rétablissement et la survie des plantes devient un défi 

majeur (Memmott et al., 2007; Drake, 2014; Trivedi et al., 2022). De plus, vu que le 

réchauffement de la planète s'aggrave au quotidien, il est urgent de mettre en place des stratégies 

pour améliorer la thermotolérance des plantes. Diverses mesures peuvent être prises pour 

minimiser le stress thermique. En outre, les bactéries sont des éléments vivants fondamentaux 

sur Terre qui assurent la durabilité des plantes contre divers stress tout en fournissant des 

nutriments essentiels et en renforçant leur résistance contre les maladies (Meena et al., 2017; 

Zia et al., 2021; Tanaka and Houtan, 2022). L’application microbienne est une technique 

avancée, acceptée à l’échelle mondiale, respectueuse de l’environnement et durable qui utilise 

les bactéries pour atténuer les effets létaux du stress environnementaux. Les interactions 

plantes-bactéries améliorent l’accessibilité des plantes aux matières organiques. Elles jouent 

également un rôle important dans l’agriculture et l’écologie durables. Les rhizobactéries 

favorisant la croissance des plantes améliorent en synergie la croissance des plantes en 

produisant des phytohormones, en minimisant les niveaux de stress et en améliorant l’état 

nutritionnel des plantes (Ahmad et al., 2018; Curá et al., 2017; Mitra et al., 2021; Sarikhani et 

al., 2019). Il est donc important d’exploiter la communauté microbienne qui contribue à fournir 

aux plantes une résistance contre les différents stress environnementaux. Seules quelques 

études au Maroc ont signalé des interactions plantes-bactéries dans la lutte contre le stress 

thermique dans les plantes.  

Les chercheurs s’intéressent de plus en plus à l’utilisation de microorganismes bénéfiques pour 

minimiser les effets liés au stress thermique. Les interactions complexes entre les plantes et les 

microbes permettent d’atténuer le stress thermique. Ces interactions sont favorisées par la 

production de phytohormones, de sidérophores, d’expression génétique, d’osmolytes et de 

composés volatils dans les plantes (Shaffique et al., 2022). Elles permettent l’amélioration de 
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l’activité antioxydante et l’accumulation d’osmolytes compatibles tels que la proline, la glycine 

bétaïne, le sucre soluble et le tréhalose, et enrichissent l’état nutritionnel des plantes stressées 

(Anli et al., 2020; Shekhawat et al., 2022). (Chang and Yang, 2009) ont rapporté que les souches 

bactériennes telles que Streptomyces thermonitrifica, Streptococcus thermophiles, B. 

licheniformis, B. smithii, et B. coagulans ont la capacité de solubiliser le phosphate et effectué 

la fixation de l’azote à des hautes températures. En outre, plusieurs souches de rhizobium 

fixatrices d’azote et thermotolérantes peuvent synthétiser des protéines de choc thermique 

(Goyal et al., 2021; Moynihan et al., 2022). Dans une autre étude l’inoculation des plates de 

soja par une souche thermotolérante de Bradyrhobium japonicum améliore l’absorption d’azote 

et de la production de matière sèche des plantes de soja (Asadi Rahmani et al., 2009). 

VIII.3. Résistance aux métaux lourds 

Depuis plusieurs décennies, les activités humaines engendrent une production de plus 

en plus importante de produits chimiques et de pesticides, potentiellement toxiques, peuvent 

être déversés accidentellement ou non dans l’environnement. Plusieurs techniques de traitement 

ont vu le jour afin de tenter de restaurer les sites pollués classés dangereux pour les écosystèmes 

et la santé humaine. Ces techniques emploient des procédés mécaniques, physiques, chimiques 

et biologiques afin d'éliminer les contaminations (Khan et al., 2004). La bioremédiation des 

métaux lourds est considérée comme la méthode la plus efficace pour éliminer les métaux 

toxiques, car il s’agit d’une technique naturelle, respectueuse de l’environnement, peu coûteuse 

et largement approuvée. L’une de ces technologies est l’utilisation de bactéries pour la 

biorestauration des métaux lourds, ce qui est essentiel compte tenu du changement climatique 

mondial et de l’utilisation excessive d’engrais dans les sols agricoles (Tiwari and Lata, 2018). 

Bien que les PGPR soient généralement utilisées pour promouvoir la croissance des plantes et 

lutter contre leurs maladies, une grande attention a été portée récemment à la bioremédiation 

par les PGPR. En effet, la compétence de la phytoremédiation peut être améliorée en 

développant l'association des plantes avec des bactéries résistantes aux métaux lourds (Zhuang 

et al., 2007). Les PGPR jouent un rôle essentiel dans l'adaptation de la plante hôte à des 

environnements contaminés par des métaux lourds. En effet, ces microorganismes impliquent 

des mécanismes pour la prévention de la toxicité de la plante grâce à la sécrétion de nombreux 

composés, tels que les phytohormones, l'ACC désaminase et les sidérophores (Figure 8). Elles 

peuvent également faciliter la réduction de la phytotoxicité des métaux par la biosorption, de 

grandes quantités de métaux lourds peuvent être adsorbées par les cellules microbiennes 

(Shinwari et al., 2015, 2019).  
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Figure 8: L'amélioration de la croissance des plantes en présence des PGPR sous stress par 

les métaux lourds (Shinwari et al., 2015). 

La tolérance et/ou la résistance aux métaux lourds chez les microorganismes est une 

condition nécessaire à leur utilisation dans les sols contaminés par les métaux lourds afin de 

réduire la mobilité de ces derniers. Bien que les métaux toxiques réduisent la diversité 

bactérienne de 99,9 % (Gans et al., 2005; Jing et al., 2007), certaines bactéries ont démontré 

une résistance aux métaux dans l’environnement dans lequel elles vivent, comme l’eau, le sol 

et les eaux usées industrielles et municipales (Bruins et al., 2000). Les bactéries développent la 

résistance aux métaux lourds par le biais d’une variété de mécanismes à médiation 

chromosomique, transposon et plasmidique. Il existe des systèmes de résistance pour les métaux 

nutritifs essentiels et pour les métaux non essentiels qui n’ont aucun rôle biologique.(Bruins et 

al., 2000; Etesami, 2018).  

Les mécanismes impliqués dans la résistance bactérienne aux métaux sont résumés 

schématiquement dans la figure 9. Les sept mécanismes de résistance aux métaux connus chez 

les bactéries sont les suivants : l’exclusion du métal via une barrière de perméabilité ; la 

séquestration extracellulaire du métal via une liaison protéine/chélateur ; la séquestration 

intracellulaire du métal via une liaison protéine/chélateur ; la détoxification enzymatique du 

métal vers une forme moins toxique ; le transport actif du métal ; la tolérance passive ; et la 

réduction de la sensibilité du métal (Choudhary et al., 2017; Etesami, 2018; Ahemad, 2019). 

Les bactéries peuvent posséder un ou plusieurs de ces mécanismes de résistance. Cependant, la 
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présence de pompes ATPase sélectives des ions est le mécanisme de résistance aux métaux le 

plus fréquemment rencontré chez les bactéries (Etesami, 2018).  

 

Figure 9: Mécanismes de résistance aux métaux développés par les bactéries (A) ; Principales 

familles de transporteurs impliqués dans la résistance aux métaux lourds (B) ; M représente le 

cation métallique (Etesami, 2018).
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PARTIE II : METHODOLGIE ET RESULTATS 

CHAPITRE I : Bactéries solubilisatrices du phosphate et promotion de la croissance 

de l’haricot 

I. Introduction 

 
Le Maroc recèle une richesse inestimable en phosphate naturel, ce qui lui permet d’être le premier 

exportateur de phosphate (P) et de ses dérivés, avec 30% du marché mondial (Hakkou et al., 2016). 

Cependant, la production de phosphate génère des quantités importantes de boues d'extraction qui 

sont entreposées à ciel ouvert dans des bassins de décantation. Au fil du temps, ces boues 

s'accumulent en formant des digues qui altèrent le paysage et les terres cultivables (Benbrik et al., 

2020a; El Maaloum et al., 2020). L'exploitation et la valorisation des boues de laveries de phosphates 

pourraient jouer un rôle essentiel dans l'économie du pays.  L’une des initiatives prometteuses 

consiste à utiliser ces boues dans le secteur agricole sous forme de phospho-compost, visant ainsi à 

résoudre les problèmes de carence en phosphore des sols et à améliorer la productivité agricole 

(Benbrik et al., 2021). Les microorganismes solubilisant le phosphate, fréquents dans les sols et les 

rhizosphères des espèces végétales, peuvent être utilisés dans la correction de cette carence en 

phosphore (Singh et Kapoor, 1999). En effet, il a été démontré que les bactéries sont des  meilleures 

candidates écologiques pour la nutrition des plantes par le phosphore (Sharma et al., 2007), car, elles 

possèdent des aptitudes de solubilisation du phosphate et la capacité de convertir les composés 

phosphatés insolubles présent dans le sol via différents mécanismes d’action à des formes solubles 

utilisable par les plantes (Pradhan et Sukla, 2006). Par ailleurs, la rhizosphère d’olivier est une source 

riche en micro-organismes qui favorisent la croissance de la plante et sa tolérance aux différents défis 

environnementaux (Cheba et Abdelzaher, 2020; Dede et al., 2020; Gómez-Godínez et al., 2021; 

Lahsini et al., 2022). En effet, les racines des plantes produisent une variété de substances organiques 

qui enrichissent la rhizosphère et favorisant la croissance des plantes et fournissent de l’énergie aux 

microorganismes du sol (Omotayo et Babalola, 2021). Parmi ces microorganismes, les bactéries 

solubilisatrices de phosphate (PSB), qui sont un type de communauté bactérienne qui peuvent  

interférer directement ou indirectement avec les réponses des plantes aux contraintes 

environnementales (Alori et al., 2017). 

Récemment, l’utilisation de BPS comme biofertilisant a pris de l’ampleur pour surmonter le problème 

de la carence en P pour les plantes et ainsi réduire l’utilisation d’engrais chimiques qui ont un impact 

négatif sur l’environnement (Manzoor et al., 2017; Kalayu, 2019; Mącik et al., 2020; Soumare et al., 

2023). Ces bactéries peuvent soutenir la fertilité du sol et la productivité des cultures, même dans des 
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conditions environnementales difficiles, y compris les stress biotiques et abiotiques (Alori et al., 

2017; Rawat et al., 2020; K. Mahmud et al., 2021; Soumare et al., 2023). Il a été rapporté dans le 

monde entier que  l'utilisation des inoculums à base de BSP augmente la croissance et le rendement 

de plusieurs cultures (K. Mahmud et al., 2021). Au Maroc, des essais similaires d’inoculation ont été 

menés  à l’aide de BSP isolés à partir de la roche phosphatée, qui ont montré des effets positifs sur la 

productivité des plantes (Benbrik et al., 2020a; El Maaloum et al., 2020a; Rfaki et al., 2020; Benbrik 

et al., 2021a; Azaroual et al., 2022). De plus, l’application de la boue de phosphate en combinaison 

avec des BSP dans des sols à faible teneur en phosphore entraîne une augmentation significative du 

rendement de différentes cultures, telles que le maïs (Benbrik et al., 2020b), le haricot (Benbrik et al., 

2021a) et la tomate (Benbrik et al., 2021a; El Maaloum et al., 2020a).  

Compte tenu de ce qui précède, plusieurs objectifs ont été fixés :  

 Obtenir une collection bactérienne des boues de lavage de phosphate (rhizosphériques et non 

rhizosphériques) et analyser la diversité moléculaire de ces bactéries,  

 Etudier leurs activités biologiques potentiellement bénéfiques pour les plantes (solubilisation 

de phosphate, production de phytohormones, production des siderophores et autres…)  

 Evaluer le potentiel de l’inoculation par des souches élites sur la croissance de haricot vert (P. 

vulgaris L.), l’une des légumineuses les plus importantes au monde pour la consommation 

humaine directe. 

Les résultats de la recherche présentés dans cette partie, ont fait l'objet de deux publications 

scientifiques distinctes.  

La première publication s’interesse à l'isolement et la caractérisation des bactéries solubilisatrices de 

phosphates à partir des boues phosphatées et l'évaluation de leur effet de promotion de la croissance 

sur P. vulgaris. Elle s'intitule "Valorization of Moroccan phosphate sludge through isolation and 

characterization of phosphate-solubilizing bacteria and assessment of their growth promotion effect 

on Phaseolus vulgaris". 

 La deuxième publication est intitulée "Assessment of potent phosphate-solubilizing bacteria isolated 

from the olive tree rhizosphere grown on phosphate sludge and their effect on common bean growth". 
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II. Article I: Valorization of Moroccan phosphate sludge through isolation and characterization of 

phosphate solubilizing bacteria and assessment of their growth promotion effect on Phaseolus 

vulgaris 

II.1.    Présentation de l’article 1 
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Abstract
Purpose  Mining activities generate considerable quantities of wastes that are usually accumulated in the open air, and form 
dykes that disfigure the landscape and arable land. The present study aims to isolate and select the phosphate solubilizing 
bacteria (PSBs) from Phosphate Solid Sludge to improve the agronomic efficacy of phosphate bio-fertilizers.
Methods  Thirty-one bacterial strains were isolated from the Moroccan phosphate sludge, from which 24 were retained after 
molecular phylogenetic analysis of 16S rRNA sequences and characterized biochemically, phenotypically, and genotypically. 
Strains with the best plant growth-promoting and tolerance to abiotic stress traits were therefore reselected for the biocontrol 
test against Fusarium oxysporum and Botrytis cinerea and inoculation trials of Phaseolus vulgaris.
Results  The 24 selected strains have significantly different abilities to solubilize Moroccan rock phosphate, and the quantity 
of soluble phosphate varied between 3.25 and 140 µg/ml. Out of 24 selected PSBs, 33% were positive in tricalcium phosphate 
solubilization with a solubilization index ranging from 1.8 to 3.5. Furthermore, the selected strains could produce phytohor-
mone (indole acetic acid), siderophores, hydrogen cyanide, and lytic enzymes (cellulase and chitinase). The majority of PSBs 
strains were resistant to extreme abiotic stresses (salinity, high temperature, and pH change) and tolerant to heavy metals 
(Fe, Zn, Cu, and Pb). Exhibiting the best results, the strains HFBP01, HFBP15, and HFBP26 identified as Brevibacterium 
frigoritolerans, Bacillus valismortis, and Streptomyces venezuelae, respectively, showed a significant in vitro antagonistic 
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activity of about 50% and 34% against F. oxysporum and B. cinerea, respectively. Individual inoculation of P. vulgaris plants 
by HFBP26 and combined by HFBP01-HFBP15-HFBP26 consortium significantly increased shoot dry biomass by about 
73.6% and 70.6%, respectively. The most significant root dry biomass increase was observed under inoculation by HFBP01-
HFBP15 (5.2-fold).
Conclusion  The three isolated PSBs from phosphate sludge could be used as potential biofertilizer candidates to increase 
plant productivity. Field-testing with the potential use of phosphate sludge will further elucidate their effects on plant growth.

Graphical Abstract

Keywords  Phosphate sludge · Phosphate solubilizing bacteria · Plant growth-promoting · 16S rRNA sequences · Phaseolus 
vulgaris · Inoculation

Statement of Novelty

Valorization of Moroccan phosphate sludge impoundments 
by selecting the most efficient phosphate solubilizing bac-
teria (bacterial biomass) to be used as potential biofertilizer 
candidates to increase plant productivity.

Introduction

Morocco conceals inestimable wealth in natural phosphate, 
this allows it to be the leading exporter of phosphate (P) and 
its derivatives, with 30% of the world market [1]. Indeed, 
phosphate demand is satisfied by a few countries, five of 
which control 85% of the world’s phosphate rock reserves 
(70% by Morocco, alone) [2]. Its production and valoriza-
tion chain generate significant amounts of mining sludge 
stored in tailings ponds, usually accumulated in the open air, 
and end up forming dykes that disfigure the landscape and 
arable land. Recovery of phosphate mining waste (mining 

waste and phosphate-laundered sludge) and its reuse in the 
agricultural sector as phosphate biofertilizers, containing 
different types of beneficial microorganisms, could play 
an important role in solving soil phosphorus deficiency 
problems and improving agricultural production [3]. Gen-
erally, in agriculture, manufactured water-soluble P ferti-
lizers such as superphosphates are frequently advised and 
recommended to treat P deficiencies, but as the majority of 
developing nations imports them, they are often in limited 
supply and require a significant financial investment from 
farmers with limited resources. Additionally, the intensifi-
cation of agricultural output in these nations demands the 
addition of P to both raise crop productivity and to amelio-
rate the P status of the soil in order to prevent further soil 
degradation. Hence, it is crucial to investigate alternative P 
sources. Recycling phosphate sludge is mandatory to exploit 
optimally the quantities generated each year and integrate it 
into a circular economy. The reuse of phosphate sludge as 
a phosphate rock by-product has the potential to be sustain-
able and low-cost, especially where available locally, and has 
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been demonstrated to be an agronomically and economically 
sound alternative to the more expensive superphosphates 
[4]. In addition and according to a recent study of projected 
soil P losses, agricultural soils will lose 4–19 kg of P per 
year globally, with average P losses through water erosion 
accounting for more than 50% of all P losses [5]. Due to 
both P immobilization and environmental losses, farmers are 
required to apply twice as much or more P fertilizers than 
are actually required to achieve optimal yields. This indi-
cates that global P fertilizer demand is likely to rise whereas 
P supply decline. Given that P fertilizers cost about US$ 
400 per ton, approximately US$ 400 to US$ 1.6 billion are 
annually lost with P fertilizers in crops all over the world 
[6]. This definitely means a significant rise in food prices 
for consumers. Faced with this issue, phosphate sludge is 
therefore a real and reliable alternative source of phospho-
rus for agriculture [3]. This phosphorus exists in various 
insoluble forms [1], while plants absorb readily available 
P pools as primary and secondary orthophosphate (H3PO4, 
H2PO4

−, HPO4
2−, HPO4

3−) [7]. Increasing its bioavailabil-
ity requires the intervention of microorganisms including 
several Plant Growth-Promoting Bacteria (PGPB) genera, 
which have the potential to mobilize insoluble forms of inor-
ganic phosphates sources to soluble and assimilated forms 
for plants [7, 8].

Current agricultural production systems require high 
amounts of P fertilizers, however, the large estimated part 
(> 70%) of the excess P added by fertilizers remains in the 
soil in forms not readily available to crops whereas only a 
small part (~ 20%) of the annual P applied through fertilizers 
is directly available to the plant [9]. For this reason, several 
authors have reported using soil microorganisms for the 
solubilization of insoluble phosphate compounds by trans-
forming unavailable P into plant-available forms as an alter-
native strategy to chemical fertilizers and a key to potentially 
exploiting their impact on agriculture [7, 10, 11]. Indeed, 
Phosphate Solubilizing Bacteria (PSBs) have mechanisms 
of P mobilization, through which they could supply adequate 
bioavailable P to plants by mobilizing bio-unavailable P in 
soil [11]. Bacterial genera like Pseudomonas, Bacillus, 
Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, Enterobacter, 
Erwinia, Kushneria, Paenibacillus, Rhizobium, Serratia, 
Microbacterium, Bradyrhizobium, and Thiobacillus are 
are reported to be among the most powerful P-solubilizers 
bacteria in the soil [11–13]. PGPBs including PSBs medi-
ate plant growth performance through direct and indirect 
mechanisms, which influence the plant growth activity and 
biological control of plant pathogens, respectively [11, 14]. 
Their direct mechanism refers to nutrient mobility via the 
solubilization of phosphate, zinc, potassium, etc. and to phy-
tostimulation by phytohormone production, while the indi-
rect mechanism involves the production of hydrogen cyanide 

(HCN), antibiotic, siderophores, lytic enzymes, etc. [7, 10, 
11].

In recent years, the use of PSBs as biofertilizers has 
gained momentum to overcome the phosphate deficiency 
problem for plants and thereby reduce the use of chemical 
fertilizers that negatively impact the environment [8–10, 15, 
16]. Bio-solubilization of phosphate led to the design and 
formulation of biofertilizers with eco-friendly, cost-effective, 
and easy attributes to promote agricultural production. These 
biofertilizers can sustain soil fertility and crop productiv-
ity, even under challenging environments, including abiotic 
and biotic stresses [8–11, 14, 17]. The antagonistic activ-
ity of PSBs to mitigate biotic stress in plants is mainly due 
to the release of biocontrol active agents that have antipy-
thopathogenic action [10]. Nonetheless, their abiotic stress 
adaptive mechanisms consist essentially to promote plant 
growth by acting as biostimulants, affecting soil agglomera-
tion, and improving nutrient availability [11]. It has been 
worldwide reported that the implementation of PSBs inocu-
lum increases the growth and yield of several crops [11]. 
In Morocco, inoculation trials using efficient PSBs isolated 
from the natural rock phosphate soils revealed a positive 
effect on the sustainable productivity of plants, including 
wheat [18, 19]. In addition, the application of phosphate 
sludge in combination with effective selected PSBs in poor 
soil has significantly increased the yield of different crops, 
such as Zea mays [3], P. vulgaris [20], and Solanum lyco-
persicum [20, 21].

Given the above background, our specific goals were: (i) 
to isolate and identify PSBs from the Moroccan phosphate 
sludge, (ii) to study their ability to recover phosphorus from 
the phosphate sludge under in vitro conditions, (iii) to char-
acterize the multi-plant growth-promoting traits of bacterial 
isolates inhabiting the Moroccan phosphate sludge, and (iv) 
to assess its inoculation effect on common bean (P. vulgaris 
L.) plants growth, as one of the most important edible grain 
legumes worldwide for direct human consumption.

Materials and Methods

Sample Collection and Isolation of Phosphate 
Solubilizing Bacteria

This study was conducted in the phosphate mine located 
near Khouribga city in northeast Morocco (32° 44′ 51.4″ 
N 6° 50′ 56.5″ W). Samples from a phosphate sludge dated 
1998 were collected and brought to the laboratory in sterile 
bags and stored at room temperature until their use. The 
bacteria were isolated by dilution method by suspending 1 g 
of phosphate sludge in 9 ml of a sterile saline solution (0.9% 
(w/v) NaCl in distilled water [22]. The mixture was then 
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stirred for 1 h at room temperature for homogenization of the 
soil particles. The homogenous soil suspension was fourfold 
serially diluted with the same sterile saline solution, and 0.1 
ml of each dilution was spread onto a modified Pikovskaya 
agar medium (10.0 g glucose, 0.5 g (NH4)2SO4, 0.5 g yeast 
extract, 0.2 g NaCl, 0.2 g KCl, 0.002 g FeSO4·7H2O, 0.1 g 
MgSO4·7H2O, 0.005 g MnSO4·H2O, 1000 ml distilled water, 
15.0 g agar, pH 6.8, and 5.0 g Ca3(PO4)2 as a phosphorus 
source). Three replicates for each dilution were made. The 
media was supplemented with cycloheximide (50 µg/ml) to 
prevent the growth of fungi. The seeded agar plates were 
incubated for 7 days at 28 °C and the colonies that developed 
have been isolated.

The purification of the isolates was performed by success-
ful transplanting in Petri dishes containing Nutrient Broth 
(NB) medium. Once purified, the isolates were planted in a 
Nutrient Broth liquid medium and were incubated for 24 h 
at 28 °C. This first screening made it possible to isolate 31 
isolates. Each isolate was coded and stored in 40% (w/v) of 
glycerol at − 80 °C.

Chemical Analysis of Phosphate Sludge

Phosphate sludge pH was measured in water soil suspen-
sion (2:1 in volume) by a pH meter. Total potassium, nitro-
gen, and phosphorus were measured using a continuous-
flow analyzer (San++ Automated Wet Chemistry Analyzer 
-SKLARR).

Genetic Characterisation

DNA Extraction, PCR 16S rRNA Amplification, 
and Sequencing

The genomic DNA was extracted according to the conven-
tional phenol-chloroform protocol [23]. The quantity of 
DNA was determined by using a NanoDrop spectrophotom-
eter (NanoDrop ND2000/2000c, Thermo Fisher Scientific, 
United States). The 16S rRNA gene was amplified by Poly-
merase chain reaction (PCR) method, using the two univer-
sal primers fD1and rD1 as indicated earlier [24]. The PCR 
was carried out for 35 cycles (95 °C for 10 s, 56 °C for 40 s, 
and 72 °C for 2 min), with a final elongation step at 72 °C 
for 4 min, PCR was performed using a MyTaq Mix, follow-
ing manufacturer’s specifications (Bioline Reagents Ltd.). 
PCR products were analyzed by horizontal electrophoresis 
in 1% agarose (Bioline) gels stained with ethidium bromide 
(EtBr) to a final concentration of 0.4% (p/w) (usually 2.5 
ml of lab stock solution per 100 ml gel) in 100 ml of Tris-
acetate-EDTA (TAE) buffer at 80 V for 45 min. The profiles 
were photographed with ENDURO GDS Gel Documenta-
tion System. The amplified DNA samples were sent to the 

sequencing service at the functional genomics platform of 
the Technical Support Unit for Scientific Research, CNRST 
in Rabat-Morocco. The sequences obtained were compared 
to those from GenBank using the BLASTN program [25]. 
They were aligned with Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA X software) [26]. Distances calculated 
according to Kimura’s two-parameter model [27], were 
used to infer phylogenetic trees with the neighbor-joining 
analysis [28]. The strain Thermotoga maritima MSB-8 (NR 
029163.2) was used as an external reference taxon in the 
construction of the phylogenetic trees.

DNA Ribotyping

For amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA), 
each purified PCR amplified product was separately digested 
with four restriction endonucleases EcoRI, HaeIII, MboII, 
and Sau3AI, (PromegaCorp. Madison WI, USA), following 
the manufacturer’s instructions. Digested DNA was sepa-
rated by horizontal electrophoresis in a 1.5% (w/v) agarose 
gel (Bioline) prepared with TAE buffer. Electrophoresis was 
carried out at 70 V for 2 h. The gels were stained with eth-
idium bromide to a final concentration of 0.4% (w/v), visu-
alized under UV radiation, and photographed with a digital 
camera. An in silico ARDRA with 32 restriction enzymes 
was also performed using the Silent Mutator program. The 
16S rDNA sequences were introduced for isolated strains 
and Thermotoga maritima MSB-8 (NR 029163.2) as an out-
group. The sequences of our strains were restricted with the 
enzymes AatII, AclI, AflII, AgeI, ApaI, AseI, BglII, BspEI, 
BspHI, BsrGI, BssHII, BstBI, EagI, EcoRI, EcoRV, FspI, 
HaeIII, HpaI, KpnI, MboII, Sau3AI, NaeI, NheI, PmlI, PstI, 
SacI, SacII, SmaI, SnaBI, SphI, SspI, and StuI. The choice 
of the 32 enzymes was based on the results obtained with the 
Restriction Comparator program [29]. The Silent Mutator 
software [30], was used to scan through the sequences and 
recognize sites for each restriction enzyme. Then a database 
containing the concatenated sequences was built and, finally, 
the STATISTICA 6.1 software was used to generate a den-
drogram of similarities based on UPGMA analysis.

Phenotypic Characterization

Tests were performed in agar plates, which were inoculated 
with 10 µl of bacterial culture (108 CFU/ml grown in Trypti-
case yeast broth (TY) for 24 h). All treatments were applied 
with three replications and incubated at 28 °C for 7 days.

Temperature, Salt, and pH Tolerance Assay

For temperature tolerance, inoculated plates were incubated 
at, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 55, and 60 °C. Sodium chloride 
(NaCl) tolerance was determined at 0 to 2052 mM of NaCl 
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after 7 days of incubation at 28 °C [31]. The ability of strains 
to grow on acidic or basic media was determined on a solid 
TY medium whose pH had been adjusted and buffered to 
5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, and 9, as described by Zerhari 
et al. [32].

Heavy Metals Tolerance Assay

The intrinsic heavy metal resistance of the strains was deter-
mined on the TY agar medium. For this purpose, we pre-
pared different media containing TY medium amended with 
each of the following heavy metals at the mentioned con-
centrations (in µg ml− 1): Pb-acetate (500, 1500, and 2000), 
CuCl2 (200, 500, and 1000), ZnCl2 (500, 1500, and 2500) 
and FeCl3 (500, 1000 and 2000). The strains were streaked 
on different solid media, and the Petri plates were incubated 
at 28 °C for 4 days. The growth of the strains was considered 
a positive reaction.

Plant Growth‑Promoting Activities

Siderophore Production

The production of siderophore was carried out on a solid 
Luria-Bertani (LB) medium, added to the CAS solution 
(Chrome Azurol S) and mixed with the ferric solution (1 
mM FeCl3, 6H2O + 10 mM HCl), and hexadecyltrimethyl-
ammonium solution (HDTMA) [33]. The mixture (CAS rea-
gent + Fe (III) + HDTMA) was autoclaved separately from 
the LB medium. The developing orange halos around the 
bacterial strains after incubation were considered a posi-
tive sign for siderophore production. The color change is 
due to the transfer of ferric ions from the CAS-Fe-HDTMA 
complex to siderophores. For quantitative siderophores 
production, bacterial cultures were carried out in an iron-
deficient medium (g/L): K2HPO4 (0.5), MgSO4·7H2O (0.2), 
(NH4)2SO4 (1.0), sodium glutamate (1.0), NaCl, (0.1) and 
mannitol (10.0), and incubated in a 180 rpm shaking incuba-
tor at 28° C for 7 days. After incubation, bacterial cultures 
were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min, cell pellets were 
discarded and the supernatant was used to estimate sidero-
phore production. To 0.5 ml of this supernatant, the same 
volume (0.5 ml) of CAS reagent was added. After 20 min 
at room temperature, the optical density was spectrophoto-
metrically measured at 630 nm (Spectrophotometer: Thermo 
Scientific, Evolution 201). Three replicates were performed 
for each bacterial strain and a control tube (uninoculated 
broth) was prepared and maintained in the same conditions. 
Siderophores produced by strains were expressed in percent 
siderophore unit (PSU) which was calculated according to 
the following formula [33] :

Siderophore production (PSU) = ((Ar − As)/Ar × 100), 
where Ar: absorbance of reference (CAS solution and 

uninoculated broth) and As: absorbance of the sample (CAS 
solution and cell-free supernatant of sample).

Indole Acetic acid Production (IAA)

The isolated strains were inoculated in LB medium amended 
with L-tryptophane and then incubated at 28 °C for 3 days. 
IAA produced is detected qualitatively by placing a What-
man filter soaked with Salkowski’s reagent on the LB 
Medium plate containing the bacterial culture and incubated 
for 30 min in the dark [34]. The presence of the IAA is mani-
fested by the appearance of a pink halo around the colony.

Nonetheless, to quantitatively estimate the IAA produc-
tion, the bacterial strains were grown in a 7 ml LB medium 
added with 0.5 mg/ml of L-tryptophane, and incubated 
for 48 h at 28° C in a shaking incubator at 180 rpm. After 
incubation, the culture was centrifuged at 10,000 g for 
10 min and the supernatant was filter-sterilized through a 
0.22 μm Millipore filter. To 1 ml of this supernatant, 1 ml of 
Salkowski reagent (0.5 M ferric chloride and 35% perchloric 
acid) was added and then the mixture was held in the dark at 
room temperature for 30 min. After that, the optical density 
was measured spectrophotometrically at 540 nm to deter-
mine the IAA concentration by reference to a standard curve. 
Three replicates were performed for each bacterial strain.

Qualitative and Quantitative Test of Phosphate 
Solubilization

The bacterial strains were tested qualitatively for their abil-
ity to solubilize tricalcium phosphate [Ca3(PO4)2] on solid 
modified Pikovskaya Medium (PVK) [35]. The ability to 
solubilize inorganic phosphate was indicated by the appear-
ance of a clear halo around the bacterial strains after incu-
bation at 28 °C for 7 days. The phosphate solubilization 
index (PSI) was measured using the following formula: PSI 
= [Diameter of the clear zone (colony + halo zone) (mm)/
Diameter of the colony (mm)].

The quantitative test was performed in Erlenmeyer flasks 
containing 100 ml of liquid PVK medium, supplemented 
with 0.05 g of Moroccan rock phosphate (RP) as a source 
of phosphate, the initial optical density of inoculum is 0.05. 
Three replicates were performed for each isolate. The inocu-
lum was incubated at 28 °C on a rotatory shaker at 180 rpm. 
Sterile PVK broth without inoculation served as a baseline 
control. The pH of the culture broth was measured after 48 h 
with a pH meter. Bacterial cells and other insoluble materi-
als were removed by centrifugation at 13,000×g for 10 min, 
and the resulting supernatant was filtered through a 0.22 μm 
filter. The concentration of soluble P in the supernatant was 
measured using the Vanadate-Molybdate method [36]. The 
reaction mixture of the assay comprises 1 ml of supernatant 

48



	 Waste and Biomass Valorization

1 3

and 1 ml of Vanadate-Molybdate reagent. To determine the 
amount of soluble phosphate, a curve standard was car-
ried out with a series of soluble phosphate concentrations 
(KH2PO4).

Phosphate Sludge Solubilization

The PVK liquid medium was used to evaluate the phosphate 
sludge solubilization activity of the bacterial strains, where 
the tricalcium phosphate was replaced by washed prepared 
phosphate sludge as described by Benbrik et al. [3]. Phos-
phate solubilizing activity in liquid media was determined 
in the same conditions of the culture and soluble phosphate 
assay method. The pH of the medium was also determined 
at the end of the incubation.

Biocontrol Activities

Cellulase Activity

A volume of 5 µl of each strain culture was deposed onto 
a Reese medium containing 1% of carboxymethylcellulose 
(CMC) as described by Pandey et al. [37]. After incuba-
tion at 28 °C for 48 h, all the plates were stained with 1% 
(w/v) Congo-red solution for 15 min and discolored with 
1 M NaCl for 15 min. The appearance of degradation zones 
around the colony is due to hydrolyze of CMC by bacterial 
strains. Three replicates were considered for each bacterial 
strain.

Chitinase Activity

Chitin Medium was prepared by mixing 2 g of colloidal chi-
tin with LB medium and 15 g of agar in 1000 ml of distilled 
water [38]. The bacterial strains were screened for chitin 
hydrolysis by spotting 5 µl of each strain culture on the Petri 
dishes and incubated at 28 °C for 5 days. The appearance 
of a clear halo around the bacterial colony is due to chitin 
hydrolysis by the isolated strains. Three replicates were con-
sidered for each bacterial strain.

Producing Hydrogen Cyanide (HCN)

To estimate HCN production, 5 µl of bacterial culture was 
deposed on an LB medium supplemented with 4.4 g/l of 
glycine. Filter paper discs (9 cm diameter), soaked in 2% 
sodium carbonate in 0.5% picric acid solution, were placed 
on the lid of each Petri dish [39]. The plates were sealed 
with parafilm and incubated at 28 °C. Change in color from 
yellow to orange or brown was taken as an indication of 
HCN production. Three replicates were considered for each 
bacterial strain.

Biocompatibility and Antifungal Activity

To determine the biocompatibility of the selected strains, 
Petri dishes were prepared such that each strain was streaked 
in a straight line while the test strains were streaked per-
pendicular to this strain. The plates were incubated for 48 h 
at 28 °C. The inhibition of growth of the test strain at the 
intersection was considered a bio-incompatible strain.

In vitro antifungal activity against Fusarium oxysporum 
and Botrytis cinerea was performed using a potato dextrose 
agar (PDA) medium [40] with three replicates were consid-
ered for each bacterial strain. These two species were chosen 
because they are among the main fungal pathogens associ-
ated with different plant diseases in Morocco and elsewhere. 
For direct antifungal effect, a mycelial disk (5 mm diameter) 
of the pathogen was taken from a 5-day actively growing 
culture on a PDA medium and was placed at the center of 
the plate. Then, the bacterial strains were deposed 2.5 cm 
away from the mycelia disk and the plates were incubated 
at 28 °C. A control plate was inoculated only by a fungal 
pathogen. Furthermore, the effect of volatile compounds 
(indirect antifungal effect) produced by the selected iso-
lates against F. oxysporum and B. cinerea was achieved by 
placing a mycelial disc of the pathogen in the middle of the 
Petri dish containing PDA, while the bacterial isolate was 
streaked on the opposite Petri dish. The antagonistic activ-
ity was observed after 7 days and the growth inhibition of 
the pathogen was measured using the following formula: PI 
= (R1 − R2)/R1 × 100 (Where PI = percent growth inhibi-
tion, R1 = radial growth of the pathogen in control (mm), 
R2 = radial growth of the pathogen in treatment (mm)).

Plant Inoculation Tests

Three strains showing the best results were hence selected 
for inoculation experiments of P. vulgaris plants under glass-
house conditions. The bacterial inoculum was prepared in 
the nutrient medium and incubated at 28 °C in an orbital 
shaking incubator at 180 rpm for 24 h. The cells were har-
vested at 12,000 g for 15 min and the resultant cell pellet was 
suspended in sterile water to achieve a density equivalent to 
108 CFU ml−1, at OD600. For the preparation of microbial 
consortia, the three selected isolates were prepared by inocu-
lating overnight grown bacterial suspensions in a nutrient 
medium.

Phaseolus vulgaris seeds were disinfected on the sur-
face, by soaking in ethanol 70% for 1 and 5 min in a sodium 
hypochlorite solution (5%), followed by several rinses in 
distilled sterile water. The seeds were then germinated on an 
agar medium (7 g/l) in sterile Petri dishes. After five days of 
germination, the sprouted seeds were transferred into plas-
tic pots (10 cm in diameter and 20 cm in depth) containing 
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sterile sand (one seedling per cell). Regarding the inocu-
lation procedure, common bean seedlings were inoculated 
with 1 ml of the bacterial suspension at the time of trans-
plantation and 15 days after transplantation by inoculating 
the root area. A volume of 1 ml of physiological saline water 
was added to the negative controls (uninoculated). Each 
treatment was replicated six times, including the control. 
Trays were kept in a glasshouse under natural light with day/
night temperatures of 27/21 °C and a photoperiod of 16 h/8 h 
and watered with Hoagland and Arnon nutritive mineral 
solution that contained a natural phosphate powder (fine 
grinding of rock phosphate from Khouribga mine, Morocco) 
as the P source. The stimulatory effect of the isolates on 
the vegetative growth parameters of P. vulgaris plants was 
assessed after 45 days of growth, by measuring the length of 
shoots and roots using a ruler graduated in millimeters and 
their dry biomass with a precision balance scale.

Statistical Analysis

The quantitative results were subjected to the analysis of 
variance (ANOVA) to test the statistical differences between 
different bacterial strains according to the parameters stud-
ied. Means were compared at the 5% significance level using 
Tukey’s post hoc test. Statistical analyses were conducted 
using SPSS, version 25 for Microsoft Windows.

Results

Chemical Properties of Phosphate Sludge

The chemical analysis of phosphate sludge revealed that it 
contains 8.7 mg/g total phosphorus, 7.5 mg/g total potas-
sium, and 1.9 mg/g total nitrogen; and has a neutral pH of 
about 7.2.

Phylogenetic Analysis of the 16S rRNA Gene 
Sequences

The 31 bacterial isolates collected from the phosphate 
sludge were grown in a PVK agar medium. To identify 
these isolates, 16S rRNA sequence and ARDRA analysis 
were performed. Results allowed the selection and identifi-
cation of only 24 strains after the elimination of pathogenic 
strains and taking into account duplicated strains. Based on 
16S rRNA gene sequencing and the constructed phyloge-
netic tree, these strains were grouped into two main clusters 
(Fig. 1). The first cluster (CL1) corresponded to Firmicutes 
phylum, mainly represented by the Bacillus genus, such that 
the species Brevibacterium frigoritolerans was previously 

reidentified as a Bacillus frigoritolerans. However, both spe-
cies Bacillus aryabhattai and Bacillus simplex have been 
recently reclassified as Priestia aryabhattai and Peribacil-
lus simplex, respectively. The CL2 consisted of five gen-
era, namely Streptomyces, Brevibacterium, Arthrobacter, 
Pseudarthrobacter, Nocardioides, and Microbacterium, all 
of which belong to the phylum Actinobacteria. Concerning 
the distribution of bacterial Phyla in phosphate sludge, Firm-
icutes was the dominant phylum with 14 bacterial strains out 
of a total of 24 identified (58.3%) (Fig. 1). The confirmation 
of species/genus level of identification of bacterial strains 
was achieved through BLAST analysis data of the 16S rRNA 
gene sequences, which showed that the rate of similarity 
ranged from 97 to 100% with the database sequences. The 
gene bank accession number of our 24 strains is presented 
in the phylogenetic tree (Fig. 1).

DNA Ribotyping

The dendrogram generated through the ARDRA assay, using 
restriction enzymes, revealed that the 24 strains were deline-
ated into three main groups (I, II, and III), corresponding to 
three different ribotypes at 30% similarity (Fig. 2). Groups 
I, II, and III contained 3, 7, and 14 bacterial strains, respec-
tively (Fig. 2). The digestion profiles obtained in vitro, using 
the restriction enzymes from the amplified 16S rDNA gene 
of the strains, were in good agreement with the expected 
theoretical restriction profiles. The ARDRA method with 
four restriction enzymes, including EcoRI, HaeIII, MboII, 
and Sau3AI used for the bacterial strains in this study fully 
confirmed the data obtained by computer analysis. The iden-
tification and classification at the level of genus and species 
with the ARDRA method were supported by sequencing the 
16S-rRNA gene from the 24 bacterial strains (Figs. 1 and 2).

Phenotypic Characterization

The isolated bacteria showed a great variation in tolerance to 
salinity, high temperature, and pH change (Table 1). Results 
obtained revealed that 91.7% (22 of 24) of strains can toler-
ate NaCl concentrations beyond 1026 mM, of which 63.6% 
(14 of 22) developed in concentrations ranging from 1026 
to 1539 mM and only 36.4% (8 of 22) grew under very-
high NaCl concentrations (> 1539 mM) (Table 1). Except 
for the HBP03 strain, all isolated bacterial strains were able 
to grow at temperatures ranging from 45 to 50 °C, indicat-
ing that these bacteria are thermotolerant, with four strains 
(HFBP02, HFBP04, HFBP20, and HFBP26) tolerating high 
temperatures (55 °C) (Table 1). As for pH, all tested bacte-
rial strains were able to grow to pH levels ranging from 6 
to 9. However, at pH 5, 79.2% (19 of 24) of the strains were 
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developed in the incubation medium, while only 41.7% (10 
of 24) were grown at a pH of 4.5 (Table 1).

The 24 bacterial strains showed differential tolerance to 
the heavy metals (Table 2). Most strains are more tolerant 
to lead and iron than to zinc and copper. Twenty out of 24 

strains (83.3%) tolerated the high tested concentration of 
Pb (2500 µg/ml) and 91.6% (22 of 24) were tolerant to iron 
at 1000 µg/ml, of which only 4 strains were able to develop 
at the high test concentration (2000 µg/ml). Nonetheless, 
these strains showed sensitivity to zinc and copper, such 
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Fig. 1   Neighbor-joining phylogenetic tree based on partial 16S rRNA 
gene sequences of the 24 isolated strains from the Moroccan phos-
phate sludge. The analysis was based on 1467 nucleotides. Strains are 

denoted in bold. Bootstrap values are given as percentages derived 
from 1000 replications. The tree is rooted with Thermotoga maritima 
MSB-8
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Fig. 2   ARDRA ribotypes of the 
24 isolated PSBs strains from 
the Moroccan phosphate sludge. 
The 16S rDNA of these strains 
was digested with 32 restriction 
enzymes

Table 1   In vitro characterization 
of salt, temperature, and pH 
tolerance of the 24 isolated 
PSBs strains from the Moroccan 
phosphate sludge

Strains Salt tolerance 
NaCl (mM)

Temperature 
tolerance
(°C)

pH tolerance

4.5 5 6 7 8 9

HFBP01 1368 50 + + + + + +
HFBP02 1368 55 + + + + + +
HFBP03 1368 35 + + + + + +
HFBP04 1368 55 + + + + + +
HFBP06 2052 50 – + + + + +
HFBP07 1026 50 – + + + + +
HFBP08 1026 45 – + + + + +
HFBP14 1539 50 + + + + + +
HFBP15 1197 45 – + + + + +
HFBP16 2052 50 + + + + + +
HFBP17 1881 50 – + + + + +
HFBP18 1026 50 – + + + + +
HFBP19 1539 45 + + + + + +
HFBP20 1539 55 + + + + + +
HFBP21 1197 50 + + + + + +
HFBP22 1539 50 – + + + + +
HFBP24 1197 50 – + + + + +
HFBP25 2052 50 + + + + + +
HFBP26 2052 55 – – + + + +
HFBP27 2052 45 – – + + + +
HFBP28 342 50 – – + + + +
HFBP29 342 50 – – + + + +
HFBP30 1710 50 – – + + + +
HFBP31 2052 50 – + + + + +
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that only 4 strains could grow at 1500 and 2500 µg/ml Zn 
and 3 strains at 500 and 1000 µg/ml Cu (Table 2). Of the 
24 bacterial strains tested, three strains (HFBP08, HFBP17, 
and HFBP31) are distinguished by their tolerance to the four 
heavy metals studied at high concentrations (Table 2).

Plant Growth–Promoting Activities

The PGP activities of the bacteria strains isolated from the 
Moroccan phosphate sludge were evaluated quantitatively 
and qualitatively by testing several biochemical parameters 
(Table 3). Results revealed that 45.8% (11 of 24) of the 
bacterial strains can be considered IAA producers, 83.3% 
(20 of 24) produced HCN and only 5 strains produced 
the siderophores. Both HFBP15 and HFBP26 strains were 
distinguished by the highest production index of IAA (2.78 
and 2.87, respectively) and siderophores (2.56 and 2.67, 
respectively) (annexed Table 1). In addition, some isolated 
strains were able to produce cellulase (6 strains) and chi-
tinase (4 strains) enzymes. The highest enzyme activity of 
these two enzymes was recorded in strains belonging to the 

Bacillus genus (HFBP04, HFBP14, and HFBP16) for cel-
lulase and the Streptomyces genus for chitinase (HFBP17) 
(Table 3). As regards qualitative test for phosphate solubi-
lization, eight out of 24 isolated phosphate sludge strains 
were capable to solubilize tricalcium phosphate on a solid 
PVK medium, of which both HFBP15 and HFBP26 strains 
showed the highest phosphate solubilizing potential with 
a solubilization index of 3.5 (annexed Table 1). However, 
the quantitative test revealed that all strains solubilized 
rock phosphate with significant interspecific differences 
(Table 3). This qualifies them as potential phosphate solu-
bilizing bacteria (PSBs). The rock phosphate solubiliza-
tion capacity ranged from 3.25 to 140 µg/ml, with the two 
strains HFBP29 and HFBP30 having the highest solubiliz-
ing activity (125 and 140 µg/ml, respectively). Moreover, 
an inverse correlation (r = − 0.49) was observed between 
the pH and P-solubilization. The high-recorded levels of 
solubilized phosphate were associated with a decrease 
in the pH medium, which varied between 4.28 and 6.05. 
According to these multi-trait plant growth-promoting 
activities (Table 3), we selected the best three bacterial 

Table 2   In vitro characterization 
of heavy metal (Fe, Pb, Zn, and 
Cu) resistance of the 24 isolated 
PSBs strains from the Moroccan 
phosphate sludge

Strains Metal content (µg ml−1)

Fe Zn Cu Pb

500 1000 2000 500 1500 2500 200 500 1000 1000 1500 2500

HFBP01 + + – – – – – – – + + +
HFBP02 + + – – – – – – – + + +
HFBP03 + + – – – – + – – + + +
HFBP04 + + – – – – – – – – – –
HFBP06 + + – – – – – – – + + +
HFBP07 + + – – – – – – – + + +
HFBP08 + + + + + + + + + + + +
HFBP14 + + – + – – – – – + + +
HFBP15 + + – + + + – – – + + +
HFBP16 + + – + – – – – – + + +
HFBP17 + + + + + + + + + + + +
HFBP18 + + – + – – – – – + + +
HFBP19 + + – – – – – – – + + +
HFBP20 – – – – – – – – – – – –
HFBP21 + + – + – – – – – + + +
HFBP22 + + – – – – – – – + + +
HFBP24 + + – + – – – – – + + +
HFBP25 + + – – – – – – – + + +
HFBP26 + + + + + – + – – + + +
HFBP27 + + – – – – + – – + + +
HFBP28 + + – – – – – – – + + –
HFBP29 – – – – – – – – – – – –
HFBP30 + + – + – – + + + + +
HFBP31 + + + + + + + + + + + +
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strains HFBP01, HFBP15, and HFBP26 corresponding to 
Brevibacterium frigoritolerans, Bacillus vallismortis, and 
Streptomyces venezuelae, respectively, for further analysis. 
A quantitative evaluation of these elite strains confirmed 
that they produce IAA and siderophores and solubilize 
phosphate sludge (Table 4). Statistical analysis showed 

that the HFBP26 strain (Streptomyces venezuelae) is sig-
nificantly the most efficient and effective strain among the 
three in terms of these three PGP activities (Table 4).

Note: Values (means of three replicates ± SD) with dis-
tinct letters are significantly different at 5% according to 
Tukey’s test.

Table 3   In vitro biochemical characterization of plant growth–promoting activities of the 24 isolated PSBs strains from the Moroccan phosphate 
sludge

Means within a column flanked by the same letter are not significantly different at 5% (Tukey test). +++ Strong activity. ++ Moderate activity. 
+ Weak activity. – No activity

Strains Rock phosphate solubilization Qualitative TCP 
solubilization

IAA production Siderophore 
production

HCN production Cellulase 
production

Chitinase 
produc-
tionP (µg/ml) Medium pH of

HFBP01 57.67 ± 0.33hi 4.93 ++ +++ – + – –
HFBP02 59.07 ± 0.50ghi 4.60 – ++ – + + +
HFBP03 78.70 ± 4.72f 4.28 – + – ++ – –
HFBP04 45.50 ± 1.80jk 4.98 – ++ – ++ +++ –
HFBP06 19.70 ± 0.30n 5.31 – ++ – + – –
HFBP07 41.75 ± 0.43k 4.97 ++ + – + – –
HFBP08 58.42 ± 0.52hi 5.06 – – ++ +++ – –
HFBP14 67.58 ± 0.51 g 4.56 – – – +++ +++ ++
HFBP15 63.08 ± 0.88gh 5.03 +++ +++ +++ ++ – –
HFBP16 89.17 ± 3.49e 4.71 – – ++ +++ +++ –
HFBP17 55.33 ± 1.15i 4.98 + – – + – +++
HFBP18 23.83 ± 0.29mn 5.03 – – – +++ + –
HFBP19 58.83 ± 1.76ghi 4.61 – – – ++ – –
HFBP20 57.82 ± 0.18hi 4.74 ++ – – – – –
HFBP21 47.17 ± 1.26j 4.64 ++ – – +++ + –
HFBP22 31.92 ± 1.12 L 4.97 ++ – + + – ++
HFBP24 24.92 ± 0.43 m 5.54 – ++ – + – –
HFBP25 114.66 ± 1.54c 4.58 – – – – – –
HFBP26 95.00 ± 0.20d 4.86 +++ +++ +++ +++ – –
HFBP27 41.50 ± 0.50k 4.97 – ++ – ++ – –
HFBP28 60.00 ± 0.60hi 6.05 – – – – – –
HFBP29 125.00 ± 0.30b 4.83 – – – – – –
HFBP30 140.00 ± 1.00a 4.66 – – – ++ – –
HFBP31 3.25 ± 0.23o 5.51 – +++ – + – –

Table 4   In vitro quantitative biochemical characterization (phosphate 
sludge solubilization and IAA and siderophore production) of the best 
three selected PSBs (HFBP01, HFBP015 and HFBP26)

Phosphate sludge 
solubilization P(µg/
ml)

IAA production 
(µg/ml)

Siderophore 
production 
(psu) %

HFBP01 52.21 ± 2.45b 4.14 ± 0.33c 25.45 ± 6.56b
HFBP15 47.60 ± 0.91c 7.80 ± 0.31b 27.88 ± 5.17b
HFBP26 60.30 ± 1.50a 8.60 ± 0.30a 66.36 ± 4.81a

Table 5   Direct and indirect antifungal effect in  vitro of the best 
three selected PSBs (HFBP01, HFBP015 and HFBP26) on the radial 
growth of F. oxysporum and B. cinerea 

Phytopathogen inhibition (%)

Fusarium oxysporum Botrytis cinerea 

Direct Indirect Direct Indirect

HFBP01 3.57c 19.05a 15.15b 10.61b
HFBP15 50.60a 14.29ab 33.33a 33.33a
HFBP26 44.05b 9.52b 34.85a 27.27a
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Biocompatibility and Antifungal Activity

The result of the biocompatibility test between the three 
selected strains showed no negative interaction since all 
the strains were biocompatible with each other. None-
theless, the test of in vitro biocontrol ability against F. 
oxysporum and B. cinerea showed that the three selected 
strains HFBP01 (B. frigoritolerans), HFBP15 (B. val-
lismortis), and HFBP26 (S. venezuelae) significantly 
inhibited the pathogen development (Table 5). The high-
est inhibition rate against F. oxysporum was obtained with 
B. vallismortis (50.60%) and B. frigoritolerans (19.05%) 
under direct and indirect tests, respectively; while against 
B. cinerea, it was recorded with the both B. vallismor-
tis (33.33% under both tests) and S. venezuelae (34.85 
and 27.27% under direct and indirect test, respectively). 
Indeed, the strain HFBP15 (B. vallismortis) exhibited the 
best antifungal activity among the three strains evaluated 
(Table 5).

Note: Values (means of three replicates ± SD) with dis-
tinct letters are significantly different at 5% according to 
Tukey’s test.

Inoculation of P. vulgaris plants

results of the inoculation test (Fig. 3) showed that the 
length and dry biomass of the inoculated P. vulgaris 
plants varied by strain and bacterial combination. After 
45 days of the inoculation, the length of shoot signifi-
cantly increased, compared to control, especially under 
individual (HFBP01; 55.9%) and combined inocula-
tion (HFBP01-HFBP26; 52.2% and HFBP01-HFBP15-
HFBP26; 33.9%). However, the root length was not 
significantly affected (Fig. 3A). As for dry biomass, a 
significant increase in both shoot and root of inoculated 
plants was recorded in comparison with the controls 
(Fig.  3B). The highest increase of shoot dry biomass 
was observed under individual inoculation by HFBP01 
(47.9%) and HFBP26 (73.6%), as well as under combined 

Fig. 3   Effect of phosphate 
solubilizing bacteria (PSBs) 
inoculation on the shoot and 
root length (A) and dry biomass 
(B) of P. vulgaris plants. Three 
selected PSBs (HFBP01, 
HFBP015 and HFBP26) were 
tested either individually or in 
a consortium. Values (means of 
six replicates ± SD) with distinct 
letters are significantly different 
at 5% according to Tukey’s test
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inoculation by HFBP01-HFBP15-HFBP26 (70.6%). 
Nonetheless, both individual and combined inoculation 
tests, especially by HFBP01 and HFBP15, significantly 
improved the root dry biomass. The most significant 
increase was observed under the inoculation test by 
HFBP01 (3.3-fold), HFBP15 (3.7-fold), and HFBP01-
HFBP15 (5.2-fold). According to the inoculation test 
and growth parameters variation, the three strains tested 
HFBP01, HFBP15 and, HFBP26 corresponding to B. fri-
goritolerans, B. vallismortis, and, S. venezuelae, respec-
tively, are effective in promoting plant growth either by 
inoculating them individually or in a consortium.

Discussion

For decades, mining activities have increased the amount 
of phosphate waste produced, as well as the sludge gener-
ated by phosphate washing, which still accumulates with-
out being recycled. These wastes were often considered to 
hurt the environment [41]. However, the recovery of phos-
phate sludge and its use in agriculture as phospho-compost 
could potentially improve the phosphorus-deficient soils 
and increase biomass yields [42]. The availability of this 
phosphate to plants is generally favored by PSBs, which 
are viewed as an effective, alternative, and eco-friendly 
approach for improving agriculture crop production [3, 20, 
43]. Indeed, our study has made it possible to isolate and 
select PSBs from Moroccan phosphate sludge with inter-
esting growth and biological activities. These PSBs are 
important mediators of both soil- and root-associated, and 
directly or indirectly improve the soil’s health and agricul-
tural performance through their mechanisms, including P 
solubilization, mineralization and mobilization, and pro-
duction of plant growth regulators [7, 43].

Regarding our results, isolated and genetically identified 
bacterial strains from phosphate sludge revealed a diver-
sity in genus and species. Twenty-four bacterial strains 
confirmed their ability to solubilize rock phosphate in PVK 
liquid medium, in which the soluble-P concentration ranged 
between 3.25 µg/ml and 140 µg/ml. Out of these, only 8 
showed qualitatively high solubilization of tricalcium phos-
phate as a source of insoluble P. The P-solubilization activ-
ity was accompanied by a decrease in medium pH from an 
initial pH of 6.8 to 4.28–6.05. Similar results were reported 
by [44] who found that the solubilization activity of selected 
strains ranged from 30 to 246 µg/ml in the NBRIP medium 
(National Botanical Research Institute’s phosphate growth 
medium). The decrease in medium pH could be attributed 
to the release of low molecular weight organic acids syn-
thesized by PSBs [44–46]. Indeed, the inverse correlation 
established in our study between the pH and the concentra-
tion of P has been pointed out by other authors, such as Teng 

et al. [45] and Santos-Torres et al. [47], demonstrating that 
the medium acidification by organic acids production could 
mediate the solubilization of inorganic phosphate into avail-
able phosphorus. A significant linear relationship (p < 0.001) 
was experientially obtained between solubilized P, pH, and 
organic acids. In addition, these organic acids could chelate 
cations (mainly calcium) bonded to phosphate through their 
carboxyl and hydroxyl groups or compete with P for adsorp-
tion sites, resulting in increased solubility and availability of 
mineral phosphates [46, 47]. The high rock phosphate solu-
bilization levels were obtained with PSBs belonging to the 
phylum Actinobacteria. Among many phosphate solubiliz-
ing bacteria, Actinobacteria are the most powerful phosphate 
solubilizers, which play vital roles in supplying soluble P to 
plants [8, 48].

Other PGP traits were detected in vitro in the selected 
PSBs revealing the ability to produce other secondary 
metabolites like IAA, HCN, and siderophore, and to acti-
vate some enzymes such as cellulase and chitinase. These 
findings are in agreement with earlier studies that reported 
that are characterized by multi-trait plant growth-promoting 
activities [49–51]. Out of 24 selected PSBs, 83.3% produced 
HCN, 45.8% were considered IAA producers and 20.8% pro-
duced siderophores. Furthermore, the highest cellulase and 
chitinase activity was exhibited by strains belonging to the 
Bacillus genus. This genus is probably the most important 
bacterial source of several interesting extracellular enzymes, 
such as cellulases, chitinases, and proteases [52].

Based on in vitro tolerance test of isolated PSBs to salin-
ity and high temperature, 91.7% were halotolerant (≥ 1026 
mM NaCl) and 95.8% thermotolerant (45–55 °C). They also 
showed a high tolerance to acidity and alkalinity, of which 
41.6% could grow under pH 4.5–9.0. Moreover, a differential 
tolerance to the heavy metals (lead, iron, zinc, and copper) 
was observed between the 24 isolated PSBs. Previous stud-
ies have shown that the application of abiotic stress-toler-
ant BPSs can be a greatly effective and economical way to 
improve the P availability, recover the P-deficit in constrain-
ing environments and remediate polluted sites [11, 14, 45, 
53]. PBSs play a key role in tolerance to multiple abiotic 
stresses by producing various exopolysaccharides, organic 
acids, phytohormones, and small bioactive molecules which 
contribute to the overall improvement in the plants’ health 
[54, 55]. They also confer biocontrol against phytopathogens 
either directly through nutrient competition, niche exclusion, 
induced systemic resistance, or indirectly through the induc-
tion of antibiotic compounds or enzymes capable of fungal 
cell lysis [11, 14].

Among the 24 isolated PSBs, three were selected based 
on their multi-PGP traits and tolerance to abiotic stresses 
(salinity, high temperature, pH, and heavy metal) and were 
identified as Brevibacterium frigoritolerans (HFBP01), 
Bacillus vallismortis (HFBP15) and Streptomyces 
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venezuelae (HFBP26). These selected PSBs significantly 
inhibited in vitro, directly and indirectly, the development 
of both F. oxysporum and B. cinerea phytopathogens. This 
inhibition could be due to the production of antagonistic 
metabolites, such as siderophores (direct mechanism) and/or 
the synthesis of enzymes with a chitinolytic and cellulolytic 
activity that lyse the cell walls of many pathogenic fungi 
as well as HCN production, which is a volatile substance 
with antifungal properties (indirect mechanism) [11, 
44]. Several studies have even used antifungal secondary 
metabolites produced by Bacillus spp., Streptomyces spp., 
and Rhizobium spp. to biocontrol plant diseases caused by 
diverse pathogens [56].

Individual inoculation and co-inoculation with combina-
tions between the three selected strains have differentially 
and significantly improved the length and dry biomass of the 
roots and stems of P. vulgaris plants. Stimulation of these 
growth parameters could be attributed to multiple PGP traits 
of our selected bacterial strains. Growth of P. vulgaris plants 
under combined inoculation by the three selected BSPs (B. 
frigoritolerans, B. vallismortis, and S. venezuelae) was bet-
ter and the length and dry biomass of the shoot increased 
by 70.6 and 33.9% compared to the control, respectively. 
These results agree with others, indicating that PSBs can 
solubilize P and produce various plant growth promoting 
metabolites (e.g. phytohormones, siderophores, and anti-
phytopathogens), which help to enhance nutrient availability 
and improve plant growth [7, 11, 44, 55]. Previous research 
reported the effectiveness of PSBs for increasing plant 
nutrition, growth and yield [7], and highlighted their use 
as biofertilizers for different crops such as wheat [44], soy-
bean [57], maize [20], faba bean [58], peanut [59], tomato 
[21] and forage crops (e.g. Alfalfa) [55]. Indeed, our find-
ings revealed that B. frigoritolerans, B. vallismortis, and S. 
venezuelae could be potential candidates for improving the 
agronomic efficiency of phosphate sludge, towards a clean 
P-nutrition through the formulation of phosphate bioferti-
lizers, including solubilizing phosphorus biofertilizers and 
phosphorus mobilizing biofertilizers, for the promotion of 
plant growth [11, 16]. In addition, earlier studies have shown 
the PGP and biocontrol activities of the selected PSBs, B. 
frigoritolerans [60, 61], B. vallismortis [62, 63], and S. ven-
ezuelae [64, 65]. Inoculation with a consortium composed of 
these three PSBs strains selected and identified from Moroc-
can phosphate sludge is promising to improve plant growth 
and this study is a base for recommending the use of this 
consortium for biofertilization, as an alternative to chemical 
fertilizers, for P. vulgaris production.

Currently, we are experiencing a transitional period 
known as the “Green Micro-revolution”, in which the use 

of microorganisms is justified and especially the soil bacteria 
inoculation in several cultures are recognized to boost pro-
duction. P management practices and recovery technologies, 
such as the use of biofertilizers, have demonstrated excel-
lent potential to decrease the usage of chemical phosphorus 
fertilizers in agriculture, environmental pollution, and keep 
costs down. Indeed, it was reported that the application of 
phosphate solubilizing micro-organisms in combination 
with P-based fertilizers significantly reduced the needed 
rate of P fertilizer by up to 25% [66]. The relevance of these 
microorganisms with studied genotype must be taken into 
account when considering the interaction between them 
and plants. Previous studies have estimated that the use of 
highly efficient phosphate solubilizing micro-organisms as 
crop inoculants can achieve an average reduction of 33% 
in P-fertilization during the crop cycle [6]. In a study on 
sugarcane, authors found that these micro-organisms sig-
nificantly reduced P fertilization by 75% in low-P soil [67]. 
The reasonable use of phosphate sludge and its valorization 
by bacterial biomass as bioresource and eco-friendly strat-
egy should be the basis of a circular economy for better P 
management as well as modern and sustainable agricultural 
development.

Conclusion

In this study, we were able to isolate, screen, and biochemi-
cally characterize phosphate solubilizing bacteria from phos-
phate sludge with excellent PGP properties such as P solubi-
lization and IAA production, biocontrol activity, including 
production of HCN, siderotrophes, and lytic enzymes, as 
well as good tolerance to abiotic stress (pH, salinity, high 
temperature, and heavy metals). Bacterial isolates with good 
plant growth-promoting potentialities were identified by 16S 
rRNA gene sequencing and the most three beneficial isolates 
namely HFBP01, HFBPR15, and HFBPR26 were identi-
fied as B. frigoritolerans, B. vallismortis and S. venezuelae, 
respectively. The co-inoculum of these efficient strains could 
be used as bio-inoculants in real field conditions to recover 
phosphorus from phosphate sludge and promote common 
bean plant growth and yield. Indeed, the reuse of phosphate 
sludge in the context of the recovery of natural waste con-
stitutes an eco-friendly and cost-effective strategy to isolate 
the bacterial biomass and develop efficient bioformulations 
having multidimensional benefits on sustainable agricul-
ture. Further research is needed to explore their potential 
as biofertilizer and their genetic stability for possible multi-
crop application in low-P agricultural soils.
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Appendix

See Table 6.
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Table 6   Production index of 
IAA and siderophores and TCP 
solubilization index of of the 24 
isolated PSBs strains from the 
Moroccan phosphate sludge

Code Strain IAA
Production 
index (PI)

Siderophore 
production index 
(PI)

TCP
Solubiliza-
tion index 
(SI)

HFBP01  Brevibacterium frigoritolerans (MW115617) 1.80 – 2.40
HFBP02  Peribacillus simplex (MW115618) 2.20 – –
HFBP03  Arthrobacter sp. (MT538256) 1.60 – –
HFBP04  Bacillus subtilis (MT538257) 2.50 – –
HFBP06  Priestia aryabhattai (MT538258) 2.30 – –
HFBP07  Bacillus wiedmannii (MT538259) 1.40 – 2.20
HFBP08  Bacillus inaquosorum (MT538260) – 2.29 –
HFBP14  Bacillus mobilis (MT538262) – – –
HFBP15  Bacillus vallismortis (MT538262) 2.78 2.56 3.50
HFBP16  [Brevibacterium] frigoritolerans (MT538263) – 2.23 –
HFBP17  Streptomyces sp. (MT538264) – – 1.80
HFBP18  Bacillus cereus (MT538265) – – –
HFBP19  Bacillus halotolerans (MT538266) – – –
HFBP20  Bacillus sp. (MT538267) – – 2.40
HFBP21  Bacillus sp. (MW115619) – – 2.50
HFBP22  Bacillus sp. (MW115620) – 2.13 2.60
HFBP24  Microbacterium sp. (MW115621) 2.33 – –
HFBP25  Pseudarthrobacter sp. (MT538268) – – –
HFBP26  Streptomyces venezuelae (MT538269) 2.87 2.67 3.50
HFBP27  Nocardioides luteus (MT538270) 2.50 – –
HFBP28  Brevibacterium casei (MT538271) – – –
HFBP29  Pseudarthrobacter sp. (MT538272) – – –
HFBP30  Streptomyces sp. (MT538273) – – –
HFBP31  Streptomyces sp. (MT538274) 2.60 – –
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II.2.    Synthèse du 1er article 

 

Pendant des décennies, les activités minières ont augmenté la quantité de déchets de phosphate 

produits, ainsi que les boues générées par le lavage du phosphate, qui s’accumulent encore sans être 

recyclées. Cependant, la valorisation des boues de phosphate et leur utilisation en agriculture comme 

phospho-compost  pourrait potentiellement améliorer la qualité des sols pauvres en phosphore et 

augmenter les rendements de biomasse (Haouas et al., 2021). La disponibilité de ce phosphate pour 

les plantes est généralement favorisée par les BSP, qui sont considérées comme une approche 

efficace, alternative et écologique pour améliorer la production agricole (Bargaz et al., 2021; 

Elhaissoufi et al., 2021).  

La présente étude visait à isoler et caractériser les BSP à partir des boues de lavage de phosphate de 

la ville de Khouribga au Maroc. Un total de 31 BSP ont été isolées, parmi lesquelles 24 souches ont 

été retenues après identification moléculaire. Ces 24 souches ont demontré leur capacité à solubiliser 

la roche phosphatée dans le milieu PVK liquide, avec des concentrations de P soluble variant entre 

3,25 μg/ml et 140 μg/ml. L'activité de solubilisation de la roche phosphatée s'est accompagnée d'une 

diminution du pH moyen, passant d'un pH initial de 6,8 à une plage de 4,28-6,05. Cette baisse de pH 

peut être attribuée à la sécrétion d'acides organiques par les bactéries, comme rapporté dans des études 

antérieures (Wei et al., 2018; Batool et Iqbal, 2019). De plus, nos souches produisent de l’acide indole 

acétique, de siderophores, du cyanure d’hydrogène et des enzymes lytiques telles que la cellulase et 

la chitinase. Ces résultats concordent avec d’autres études qui ont souligné l'existence de bactéries 

solubilisatrices de phosphate (PSB) présentant des caractéristiques multiples favorisant la croissance 

des plantes. (Gupta et Pandey, 2019; Qarni et al., 2021) (Ortiz et Sansinenea, 2022). Cela renforce 

l'idée que les PSB peuvent jouer un rôle important dans l'amélioration de la disponibilité en phosphore 

pour les plantes et dans la promotion de leur croissance. Ces souches ont également montré une 

tolérance significative à différentes températures et concentrations de NaCl testées. De plus, elles ont 

montré une résistance importante aux éléments traces métalliques tels que le fer et le plomb. Des 

études antérieures ont montré que l’application de bactéries tolérantes au stress abiotiques peut être 

un moyen très efficace et économique pour améliorer la disponibilité du phosphore, rétablir les 

carences en P dans des environnements contraignants et remédier aux sites pollués (Teng et al., 2019; 

Xu et al., 2019a; Rawat et al., 2020; Mahmud et al., 2021). Les trois souches Brevibacterium 

frigoritolerans (HFBP01), Bacillus vallismortis (HFBP15) et Streptomyces venezuelae (HFBP26), 

ont montré une solubilisation importante du phosphate présent dans les boues de phosphate, une 
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production de l’AIA et du siderophore, Elles ont également dévoilé une inhibition significative in 

vitro du développement des phytopathogènes F. oxysporum et B. cinerea. 

L’inoculation individuelle et la co-inoculation avec les différentes combinaisons entre les trois 

souches a amélioré de façon différentielle et significative la longueur et la biomasse sèche des plantes 

de P. vulgaris. La stimulation de ces paramètres de croissance pourrait être attribuée à plusieurs traits 

PGP de nos souches bactériennes sélectionnées. Ces résultats concordent avec d’autres, indiquant que 

les PSB peuvent solubiliser le P et produire divers métabolites favorisant la croissance des plantes, 

qui aident à améliorer la disponibilité des nutriments et la croissance des plantes (Batool et Iqbal, 

2019; Bargaz et al., 2021; Mahmud et al., 2021; Kang et al., 2021).  

Des recherches antérieures ont rapporté l’efficacité des BSP dans l’amélioration de la nutrition, la 

croissance et le rendement de différentes cultures comestibles, comme le blé (Batool et Iqbal, 2019), 

le soja (Lucero et al., 2021), le maïs (Benbrik et al., 2021a), la fève (Borgi et al., 2020), l’arachide 

(H. Jiang et al., 2019), la tomate (El Maaloum et al., 2020a) et les cultures fourragères comme la  

luzerne (Kang et al., 2021; Bargaz et al., 2021). En outre, des études antérieures ont montré le rôle 

des BPS sélectionnés dans la promotion de la croissance des plantes et dans les activités de lutte 

biologique, B. frigoritolerans (Rasool et al., 2021; R. Wang et al., 2021), B. vallismortis (Kaur et al., 

2015; Castaldi et al., 2021) et S. venezuelae (Olanrewaju et Babalola, 2019; Marin-Bruzos et al., 

2021). Les résultats de cete etude ont révélé que B. frigoritolerans, B. vallismortis et S. venezuelae 

pourraient être des candidats potentiels pour améliorer l’efficacité des boues de phosphate en 

développant une formulation de biofertilisant alternative aux engrais chimiques, afin de favoriser la 

croissance des plantes. 
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III.  Article II: Assessment of potent phosphate-solubilizing bacteria isolated from the olive 

tree rhizosphere grown on phosphate sludge and their effect on common bean growth 

III.1.    Présentation de l’article 2 
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Assessment of Potent Phosphate-Solubilizing Bacteria Isolated from the Olive
Tree Rhizosphere Grown on Phosphate Sludge and Their Effect on Common
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Interdisciplinaire de Recherche en Bio-ressources, Environnement et Mat�eriaux, Ecole Normale Sup�erieure de Marrakech, Marrakech,
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eLaboratoire de Biotechnologie Microbienne et Mol�ecules Bioactives, Facult�e des Sciences et Techniques, Universit�e Sidi Mohamed Ben
Abdellah, F�es, Morocco

ABSTRACT
One of the most restricting macronutrients for crop yield worldwide is phosphorus, which is often
less than 1% of the total amount contained in soils. To promote its bioavailability, there are micro-
organisms considered vital that can solubilize and mineralize their pools in soils. In the current
study, we assessed the potential of phosphate-solubilizing bacteria (PSB), isolated from the olive
tree rhizosphere grown on phosphate sludge, to solubilize phosphate, promote plant growth, and
tolerate abiotic stresses. Based on 16S rRNA gene sequencing, twenty-four PSB strains were identi-
fied and retained for in vitro analysis. According to the results, all the strains were able to solubil-
ize the Moroccan rock phosphate, with soluble phosphate concentrations ranged from 5.34mg/mL
to 227mg/mL. Furthermore, the majority of the strains are thermo-tolerant and halotolerant.
Nonetheless, only five strains produced indole acetic acid. Regarding biocontrol potentialities, sev-
eral PSB strains were characterized by producing hydrogen cyanide and hydrolytic enzymes (cellu-
lase, and chitinase), of which three strains identified as Pseudomonas moraviensis, Bacillus cereus,
and Bacillus aryabhattai, with a remarkable multi-trait combination were selected for antagonism
and co-inoculation tests. The findings revealed that these PSB strains significantly inhibited
Fusarium oxysporum (17.65%–62.35%) and Verticillium dahliae (52.35%–66.87%) and promoted
common bean growth. The consortium of the three strains showed the best results by significantly
increasing both plant height and tap root length and dry biomass compared to individual inocula-
tion. The PSB selected from the olive tree rhizosphere growing on phosphate sludge have the
potential to be useful as biofertilizer and biocontrol agents for attaining sustainable food crop
production.
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Introduction

Morocco has an inestimable natural phosphate resource;
nonetheless, the production and valorization generate sig-
nificant quantities of mining sludge, which are stored in tail-
ings ponds, mainly in the open air, and eventually forms
dykes over large areas (Hakkou et al. 2016). Wild and culti-
vated plants have developed on these formed lands for years
by phosphate sludge. The local population, taking advantage
of the abundance of these phosphate-rich lands, has culti-
vated many plant species, notably the olive tree, in order to
meet its needs for food crops and assure sustained income.
Phosphate (P) is an essential nutrient that has a significant
impact on overall plant growth and is involved in almost all

crop development stages (Bargaz et al. 2021; Fitriyanti et al.
2017; Verma et al. 2019), influencing key metabolic proc-
esses such as signal transduction, energy transport, cell div-
ision, photosynthesis, respiration, and macromolecular
biosynthesis. It is concentrated in the upper part of the soil
in two main forms: mineral and organic. Mineral phos-
phorus is strongly attached to calcium carbonates in calcar-
eous soils, while it is substantially bound to aluminum or
iron compounds in acidic soils (Hameeda et al. 2008; Mahdi
and Mouhamad 2018). Otherwise, organic phosphate results
from the degradation of plants by the fauna and flora in the
soil. Only a small fraction is available in the soil and can be
absorbed by the plant’s roots (Hinsinger 2001).
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The olive rhizosphere is a rich source of microorganisms
that aid the plant’s growth and tolerance to environmental
challenges (Cheba and Abdelzaher 2020; Dede et al. 2020;
G�omez-Lama Caban�as et al. 2018). Plant roots produce a
variety of organic substances that enrich the rhizosphere
and provide energy to soil microbes, and plant growth-pro-
moting activities (Hinsinger, 2001; Omotayo and Babalola
2021). Among the rhizosphere microorganisms, P solubiliz-
ing bacteria (PSB) are a type of bacterial community that
can directly or indirectly interferes with plant responses to
environmental constraints (Alori et al. 2017; Dwivedi 2020).
The PSB colonize the rhizosphere using root exudate as a
nutritional substrate. In return, they have a beneficial effect
on the plant through a multitude of mechanisms, including
the solubilization and mineralization of nutrients present in
the soil and make them available to plants. Indeed, PSB are
able to solubilize inorganic P and make it accessible to
plants by producing organic acids such as oxalic acid, glu-
conic acid, lactic acid, citric acid, and acetic acid (Alori
et al. 2017; Rodriguez et al. 2004; Tian et al. 2021; Zheng
et al. 2018; Xie et al. 2021). P mobilization in the soil can
occur through the production of a wide range of phosphat-
ase enzymes (Manzoor et al. 2017; Tian et al. 2021). In add-
ition, PSB produce and release growth-promoting molecules,
defend against soil pathogens, and mitigate the negative
impacts of biotic and abiotic factors (Ahemad and Kibret
2013; Ngumbi and Kloepper, 2016; Raymond et al. 2021).
Regarding PSB activity and plant P uptake, the rhizosphere
soils of phosphate sludge are an important potential pool of
phosphate-solubilizing microorganisms (El Maaloum et al.
2020). Strains from bacterial genera Pseudomonas,
Enterobacter, Bacillus, Erwinia, Azotobacter, Rhizobium,
Mesorhizobium, Acinetobacter, Flavobacterium, Klebsiella,
and Micrococcus have been reported as efficient PSB in the
soil (Ait-Ouakrim et al. 2023; Dandessa and Bacha 2018;
Kour et al. 2021; Mahmud et al. 2021). One of the ideal
habitats for sourcing PSBs are rhizosphere of plants growing
in phosphate sludge. They are adapted to different stresses,
which shows an inconsistent physicochemical condition in
terms of drought stress, high temperature and nutrients defi-
ciencies. The role of diverse microbial communities residing
in mining waste has been reported in relation to plant
growth and bioremediation activities (Benbrik et al. 2020,
Mghazli et al. 2022). However, to our knowledge no study
has been made to evaluate the effect of PSB consortia iso-
lated from rhizosphere of olive tree grown on phosphate
sludge based on a multitrait approach in terms of produc-
tion and the release of molecules promoting plant growth,
defence against soil pathogens, and mitigation of adverse
effects of biotic and abiotic stresses.

Exploration and valorization of olive rhizosphere grown
on phosphate sludge by evaluating both the richness of
microorganisms and their plant growth promotion proper-
ties and bio-fertilizing capacities appear to be a promising
strategy for improved crop productivity. PSB has gained
importance as a biofertilizer in recent years, allowing plants
to overcome phosphate deficiency while minimizing and
rationalizing the use of environmentally hazardous chemical

fertilizers (Abbasi and Manzoor 2018; Raymond et al. 2021;
Tian et al. 2021).

According to our knowledge, few investigations on the
diversity of bacteria in phosphate mining sites have been
conducted in Morocco (Ait-Ouakrim et al. 2023; Azaroual
et al. 2022; Mghazli et al. 2021). In the present work, (1) we
isolated and identified PSB from the olive tree grown on
phosphate sludge, and (2) studied their capacity to recover
phosphorus from the phosphate sludge under in vitro condi-
tions, (3) and highlighted plant growth-promoting traits
involved in P-solubilization process, and (4) evaluated its
inoculation effect on common bean plants growth.

Material and methods

Sample collection and isolation of PSB

This study was conducted in the phosphate mine located
near Khouribga city in the north-east of Morocco
32�44’51.4ʺN 6�50’56.5ʺW. By digging around the tree roots,
about thirty samples from the rhizosphere soil (soil attached
to the roots) of twenty olive tree (Olea europaea) grown on
phosphate sludge storage basins produced in 1997 were col-
lected during spring season (April-May) and brought to the
laboratory in sterile bags and stored at room temperature
until their use. The dilution procedure was used to isolate
the bacteria; 9mL of a sterile saline solution (consisting of
0.9% (w/v) NaCl in distilled water) was used to suspend 1 g
of homogenized rhizospheric soil (Burdass et al. 2016). The
mixture was then stirred for 1h by shaking with a vortex for
homogenization of the soil particles, and diluted from 10�1

to 10�6. From each dilution, 100 mL were spread onto a
modified Pikovskaya agar medium (5.0 g Ca3(PO4)2 as a
phosphorus source, 0.5 g yeast extract powder, 10.0 g glu-
cose, 0.5 g (NH4)2SO4, 0.2 g NaCl, 0.002 g FeSO4� 7H2O,
0.1 g MgSO4 � 7H2O, 0.005 g MnSO4 � H2O, 0.2 g KCl, 15.0 g
agar, and 1000mL distilled water (pH 6.8)) (Ait-Ouakrim
et al. 2023). To prevent the development of fungi,
50 mg.mL�1 of cycloheximide was added to the medium.
Petri dishes were incubated for 7 days at 28 �C and the colo-
nies that developed were isolated.

Successful subculturing onto Nutrient Broth (NB) was
realized to purify 56 isolates. All the isolates were designated
by a laboratory code and stored in 40% (w/v) glycerol at
�80 �C (Supplementary information 1).

Molecular identification and phylogenetic analysis

DNA extraction and rep-PCR fingerprinting
Complete bacterial genomic DNA was extracted using the
conventional phenol-chloroform protocol (Chen and Kuo
1993). The quantity of DNA was determined using a
Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop ND1000, Thermo
Fisher Scientific, USA).

Repetitive extragenic palindromic (REP)-polymerase
chain reactions (PCR) analysis was performed using the two
primers REP1R-I and REP2-I as previously described by de
Bruijn (1992). Comparative analysis of the electrophoretic
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rep-PCR patterns was performed using GelCompar II soft-
ware (version2.5 Applied Math, Belgium) by using the
unweighted pair group method with arithmetic averages
(UPGMA).

16S DNA amplification and sequencing
The 16S rRNA genes were amplified using the universal pri-
mers fD1 and rD1 as reported by Weisburg et al. (1991).
PCR was carried out with a MyTaq Mix, following the man-
ufacturer’s specifications (Bioline Reagents Ltd). PCR prod-
ucts were examined by horizontal electrophoresis in agarose
gels (Bioline) stained with ethidium bromide (0.5 mg.mL�1)
in Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer and photographed
under UV light using ENDURO Gel Documentation
System (GDS).

The 16S rRNA genes were sequenced at the functional
genomics platform of the Center National pour la Recherche
Scientifique et Technique (CNRST), Rabat city, Morocco,
using fD1/rD1 primers, and the sequences obtained were
then analyzed and edited with DNA Dragon software
(Hepperle 2011). The sequences were then blasted against
the NCBI database using the BLASTn program (Altschul
et al. 1990) to identify the isolated strains. All sequences
were deposited in NCBI database, thus mentioning their
accession numbers in the regenerated phylogenetic tree.
Strains possessing high similarity with our isolates and type
strains of closely related species were aligned with our
strains using the Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) software (Kumar et al. 2018). With the neighbor-
joining analysis (Saitou and Nei 1987), the calculated distan-
ces were used to build phylogenetic trees using Kimura’s
two-parameter model (Kimura, 1980). The strain Thermus
antranikianus HN3-7T (Y18411.1) served as an outgroup
during the phylogenetic tree’s construction.

Phenotypic tests

Soil salinity, pH and high temperature in semi-arid and arid
regions are often major environmental stresses that restrict
the growth and yield of crops worldwide. To select effective
PSBs that can develop, survive and perform their intended
functions under various stressful environmental conditions,
the capacity of isolates to develop under a range of tempera-
tures (28 �C to 60 �C) and NaCl concentrations (0 to
2394mM) was tested. For pH tests, it was adjusted to 4, 4.5,
5, 6, 7, 8, and 9. All phenotypic assays were performed on
tryptone-yeast (TY) media using an exponentially growing
culture containing about 109 cells/mL. Each test was con-
ducted in three replicates.

Plant growth promotion activities (PGP)

Siderophore production
Siderophores production by bacterial isolates was detected
using Luria-Bertani (LB) (medium containing Chrome
Azurol S (CAS) as described by Arora and Verma (2017).
The change of the medium’s color from blue to orange

indicates the production of siderophore. The quantitative
estimation of siderophore production, was performed in
iron-deficient medium ((g.l�1): K2HPO4, 0.5; (NH4)2SO4,
1.0; MgSO4�7H2O, 0.2; Sodium glutamate, 1.0; Mannitol,
10.0; NaCl, 0.1). After 7 days of incubation in a shaking
incubator at 180 rpm at 28 �C, bacterial cultures were centri-
fuged at 10,000 g for 10min and the supernatant was used
to estimate siderophore production. The supernatant of each
bacterial culture (1mL) was homogenized with 1mL of CAS
reagent and incubated for 20min in dark at room tempera-
ture. The optical density (OD) was spectrophotometrically
measured at 630 nm (Spectrophotometer: Thermo Scientific,
Evolution 201), and the siderophore produced was expressed
in the percent siderophore unit (PSU) as described by Arora
and Verma (2017).

Indole acetic acid production (IAA)
A solid yeast extract mannitol (YEM) medium containing
tryptophan (0.5 g/L) was used to test the production of IAA.
Bacterial cultures (5 lL) were used to inoculate the medium,
which was subsequently incubated for 3 days at 28 �C.
Placing a Whatman filter soaked in Salkowski’s reagent on
LB Medium on the plate containing the bacterial culture for
30minutes in the dark allows for the detection of IAA pro-
duced. A pink halo that surrounds the colony served as a
sign of the IAA’s presence. A pink halo that surrounds the
colony serves as a sign of the IAA’s presence.

The quantitative estimation of IAA production was inves-
tigated in a liquid medium supplemented with 0.5mg/mL L-
tryptophan according to the method described by (Lahsini
et al. 2022). After 48h of incubation, the culture was centri-
fuged at 10,000 g for 10min and the supernatant was filtered
with an 0.2mm Millipore filter. Then, 1mL of the super-
natant was mixed with 1mL of Salkowski reagent (35%
perchloric acid and 0.5M ferric chloride). After incubation
in the dark for 30min at room temperature, OD was noted
at 540 nm to estimate the concentration of IAA using a
standard curve.

In vitro qualitative phosphate solubilization test
The ability of our strains to solubilize the tricalcium phos-
phate [Ca3(PO4)2] was assessed on solid Pikovskaya Medium
(PKV) (Cao et al. 2018). A transparent halo that appears
surrounding the bacterial colonies shows that the strains can
solubilize tricalcium phosphate. The phosphate solubilization
index (PSI) was calculated as described by Akintokun et al.
(2007).

In vitro quantitative phosphate rock solubilization assay
Phosphate rock solubilization was performed in Erlenmeyer
flasks containing 100mL of liquid PVK medium, supple-
mented with 0.05 g of Moroccan rock phosphate (RP) as a
source of phosphate. For each strain, three duplicates were
carried out with negative control. The medium was inocu-
lated with liquid strains’ culture (OD ¼ 0.05). The
Erlenmeyer flasks were incubated at 28 �C on a rotatory
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shaker at 180 rpm. The pH of the culture was measured after
48h, then bacterial cultures were centrifuged at 13,000 g for
10min and the supernatants were filtered using a 0.2 mm fil-
ter. The concentration of soluble P in the supernatant was
measured using the Vanadate-Molybdate method (Hanson
1950; Tandon et al. 1968).

Solubilization of phosphate sludge and tricalcium
phosphate
Based on the phosphate rock solubilization and the above
PGP traits, the three most effective strains were selected for
testing their ability to solubilize phosphate sludge (PS) and
Tricalcium phosphate (TCP) in liquid medium using PVK
medium, where RP was replaced by PS and TCP. To meas-
ure P-solubilizing activity in liquid media, the same culture
conditions and soluble phosphate assay technique were used.
After the incubation period, the soluble P concentration and
the pH of the medium were measured (Hanson 1950;
Tandon et al. 1968)

Biocontrol activities

Hydrogen cyanide production (HCN)
Producing hydrogen cyanide was investigated in LB agar
medium supplemented with 4.4 g/L glycine. Bacterial culture
(5 lL) was deposed on the medium and a filter paper disk
soaked in 2% sodium carbonate in 0.5% picric acid solution
was placed in the lid of the Petri dish (Geetha et al. 2014)
and incubated at 28� C. The HCN production was indicated
by a change in color from yellow to orange or brown.

Cellulase production
Bacterial strains were checked for cellulase production. Each
culture (5 mL) was deposed onto a Reese medium containing
1% of carboxymethylcellulose (CMC) as described by
Pandey et al. (2013). The appearance of degradation zones
around the bacteria after 48h of incubation at 28 �C was due
to CMC hydrolysis.

Chitinase production
Chitin Medium was prepared by mixing 2 grams of Chitin
Colloidal, with LB medium and agar 15 g in 1000mL of dis-
tilled water (Halimahtussadiyah et al. 2017). All the strains
were screened for chitin hydrolysis by spotting on the media
and were incubated at 28 �C. The appearance of a clear halo
around the bacterial colony is due to chitin hydrolysis after
incubation for 5 days at 28 �C.

Bacterial antagonism and antifungal activity

The biocompatibility of selected strains was determined in
nutrient agar plates. The test strain’s line was drawn perpen-
dicular to the other strain’s straight line, and the plates were
incubated at 28 �C for 24 hours. The growth of the test
strain that was inhibited at the intersection is considered a
bioincompatible strain.

In vitro antifungal activity against Fusarium oxysporum
and Verticillium dahliae was assessed on potato dextrose
agar medium (PDA) as described by Costa J�unior et al.
(2020). Both plant pathogens were chosen for antagonism
testing in this study because of their wide range of hosts,
which include many important crop species. F. oxysporum
MR84 (isolated from the roots of Lens culinaris) (Essalmani
and Lahlou, 2003) and V. dahliae OMV5 (isolated from
roots of Olive trees growing in Meknes (north-central of
Morocco) (Chliyeh et al. 2014), strains were provided by the
phytopathology laboratory at the Faculty of Sciences of
Rabat, Morocco and the Laboratory of Botanical,
Biotechnology and Plant protection, Ibn Tofail University,
Kenitra, Morocco, respectively.

Plant inoculation assay

The inoculation effect of selected PSB strains on plant
growth was assessed on a Moroccan variety of the common
bean (Phaseolus vulgaris L.) Michelet variety obtained from
the local farmers. Seeds were surface disinfected using etha-
nol (70% for 1min) and sodium hypochlorite solution (5%
for 5min), and several rinses with distilled sterile water were
applied. They were then germinated on an agar medium
(7 g/L) in sterile Petri dishes. After germination, seedlings
were transferred into plastic trays (50 cm long, 30 cm wide,
and 20 cm high) with 45 alveoli. Each alveolus (6 cm- diam-
eter) was filled with 650 g of sterilized sand (the sand was
treated with 0.2N hydrochloric acid solution for 48 h,
washed several times with sterile distilled water, and then
dried and sterilized at 121 �C for 2 h). and inoculated at the
time of transplantation (one seedling per cell), and after
15 days, with 1mL of bacterial suspensions (108 cells/mL).
For negative control (uninoculated seedlings), 1mL of
physiological saline water was added. For the preparation of
microbial consortia, the three selected isolates were prepared
equally (1/3 of each isolate alone) in the nutrient medium
and incubated at 28 �C in an orbital shaking incubator at
180 rpm for 24 h. In their exponential phases, the cells were
harvested at 12,000 g for 15min and the resultant cell pellet
was suspended in sterile water to achieve a density equiva-
lent to 108 CFU mL�1 by measuring the absorbance at OD
600. The experiment was conducted 5 times for each treat-
ment. Seedling trays were placed in a greenhouse under nat-
ural light with day/night temperatures of 27/21 �C and a
photoperiod of 16 h/8h and watered every 2 days during the
whole experiment period with the modified Hoagland nutri-
ent solution, while replacing the P source of this medium
with RP. The stimulatory effect of strains on the vegetative
growth parameters of P. vulgaris seedlings was assessed after
45 days of growth, and the maximum shoot height and tap
root length were recorded for each treatment, using a ruler
graduated in centimeters (cm). Their dry biomass was meas-
ured after drying fresh plant material in an oven at 80 �C
for 4 hours and then weighed with a precision balance (g).
We carried out five replicates per treatment (one plant per
replicate).

4 E. H. AIT-OUAKRIM ET AL.

69



Statistical analysis

To determine whether there are statistically significant dif-
ferences between various bacterial strains by the parameters
examined, the quantitative data were subjected to an analysis
of variance (ANOVA) after checking its normality and
homoscedasticity. P. Utilizing Tukey’s post hoc test, means
were compared at the 5% significant level. The Microsoft
Windows version of SPSS, version 25, was used to perform
all statistical analyses.

Results

REP-PCR and phylogenetic analysis based on the 16S
rRNA gene

In this work, fifty-six different bacterial strains were isolated
in terms of growing in PVK agar medium, from the rhizo-
sphere of olive tree grown on phosphate sludge. The genetic
analysis (16S rRNA sequencing) made it possible to find
duplicate isolates and suspicious pathogenic isolates belong-
ing in particular to the genera Staphylococcus and
Tsukamurella. The number of isolates has therefore been
reduced to 24 strains. The diversity of these bacterial strains
was examined by rep-PCR DNA fingerprinting, and the
results revealed clustering into three main groups (I, II, and
III) (Figure 1). The 24 bacterial strains’ 16S rRNA sequenc-
ing showed that they belonged to the Actinobacteria,
Firmicutes, and Proteobacteria phyla (Figure 2). The
Actinobacteria (29.17%; CL.I-A) consisted of four genera:
Arthrobacter, Pseudarthrobacter, Agrmyces, and Streptomyces,
and the Firmicutes (62.5%; CL.I-B) were represented by

three genera: Bacillus, Paenibacillus, and Brevibacterium.
Nonetheless, with only two strains in our collection, the
Proteobacteria (8.33%; CL.II) were represented by the genera
Rhizobium and Pseudomonas. Further confirmation of gen-
era of the isolated strains was achieved by BLAST analysis
data of the 16S rRNA gene sequences that indicated a simi-
larity ranging between 98% and 100% with the database
sequences. Our strains’ gene bank accession number was
displayed in the phylogenetic tree (Figure 2).

Phenotypic characterization

Response results to temperature stress revealed that twenty-
two of all selected strains were able to grow at a temperature
ranging from 45 �C to 55 �C (Table 1), indicating that these
rhizospheric bacteria are thermo-tolerant. However, they
were completely inhibited at 60 �C. Regarding salinity vari-
ation (Table 1), only four strains (16.7%) were able to toler-
ate a concentration of 684mM of NaCl. Beyond this
concentration up to 1881mM of NaCl, the number of the
tolerant strains was 11 of 24 (45.8%). Nonetheless, the
remaining nine strains (37.5%) exhibited high tolerance to
salinity by growing at elevated NaCl concentrations
(>2052mM) (Table 1). As for pH conditions, all rhizo-
spheric bacterial strains were developed at pH 7, considered
the optimal pH for their growth (Table 1). About 33.3% of
strains (8 of 24) showed the ability to grow at a very acid
pH (pH 4.5), while 58.3% (14 of 24) developed at a very
basic pH (pH 9.0). Among these strains, only two showed
tolerance to a large range of pH variation (pH 4.5–9.0)
(Table 1).

Figure 1. UPGMA dendrogram generated by Pearson similarity coefficient index from REP-PCR fingerprinting of 24 PSB strains isolated from the rhizosphere of Olea
europaea grown in phosphate sludge. The scale on the x-axis refers to the similarity coefficient.
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Plant growth-promoting properties

IAA production was detected only in five strains with sig-
nificant differences between them (p< 0.05) (Table 2). The
quantitative estimation of IAA production recorded in these
rhizospheric bacterial strains ranged from 17.36 to

29.64mg/mL (Table 2). Both strains HFBPR04 and HFBPR20

significantly showed the highest IAA production (p< 0.05).

However, HFBPR27 and HFBPR34 qualitatively expressed

the highest index production (IP), compared to other

strains, with IP ¼ 6.33 and IP ¼ 4.3, respectively (Table 2).

Streptomyces venezuelae NBRC 12595T (AB184836)

 HFBPR48 (MW092896.1)
Agromyces iriomotensis IY07-20T (AB546308)

 HFBPR44 (MW092895.1)
 HFBPR54 (MT539154.1)
Agromyces albus strain VKM Ac-1800T (NR 028846.1)

Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3T (AM176541)
 HFBPR41 (MW092894.1)
 HFBPR34 (MW092892.1)

 HFBPR27 (MT539149.1)
Pseudarthrobacter oxydans strain DSM 20119T (NR 026236.1)
 HFBPR20 (MW092888.1)

Arthrobacter globiformis DSMZ 20124T (X80736)
Bacillus paramycoides MCCC 1A04098 (KJ812444)
 HFBPR39 (MT539151.1)
 HFBPR40 (MW092893.1)
Bacillus cereus CCM 2010T (NR 115714.1)

 HFBPR04 (MW092883.1)
 HFBPR56 (MT539155.1)

Bacillus aryabhattai B8W22T (EF114313)
 HFBPR05 (MW092884.1)
Peribacillus simplex DSM 1321T (X60638)
 HFBPR24 (MW092890.1)
Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801T (MK424281)
Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T (JX680133)
 HFBPR33 (MW092891.1)

 HFBPR12 (MW092886.1)
Bacillus mojavensis IFO15718T (NR 024693.1)

 HFBPR26 (MT539148.1)
Bacillus halotolerans DSM 8802T (MN483266)
 HFPBR19 (MW092887.1)

 HFBPR38 (MT539150.1)
Bacillus vallismortis DSM 11031T (NR 024696.1)
 HFBPR51 (MT539153.1)
Bacillus velezensis FZB42T (NR 075005.2)
 HFBPR49 (MT539152.1)
Bacillus endophyticus 2D (AF295302)

 HFBPR10 (MW092885.1)
Paenibacillus xylanilyticus XIL14T (AY427832)

 HFBPR23 (MW092889.1)
Paenibacillus tundrae A10bT (EU558284)

 HFBPR01 (MT539146.1)
Pseudomonas moraviensis CCM 7280T (AY970952)

 HFBPR02 (MT539147.1)
Rhizobium tropici CIAT 899T (NR 102511.1)

Thermus antranikianus HN3-7TT (Y18411.1)

93

91

65

92

91

91

92
91

91

94

92

92

93

89

94

96

91

94

90

95

91

95

95

96

91

84

93

95

94

94

94

96

97

91

91

94

96

95

95

96

96

94

97

0.050

CL II 

CL I-A 

CL I 

CL I-B 

Figure 2. Neighbor-joining phylogenetic tree based on partial 16S rRNA gene sequences of the 24 PSB strains isolated from the rhizosphere of Olea europaea
grown in phosphate sludge. The analysis was based on 1428 nucleotides. Bootstrap values are indicated as percentages derived from1000 replications. Identified
strains are denoted in bold. The tree is rooted with. Thermus antranikianus HN3-7T.
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Among the twenty-four strains, only HFBPR04 and
HFBPR40 formed a yellow halo zone around the colony
indicating the production of siderophore. Corresponding
siderophore amounts were 36.34 and 35.88 psu for
HFBPR04 and HFBPR40, respectively.

Results of the qualitative test of phosphate solubilization
on a solid PVK medium revealed that 50.0% of strains (12
of 24) were able to solubilize tricalcium phosphate. Based on
the solubilization index (SI) (Supplementary information 2),
the rhizospheric strains HFBPR26 and HFBPR40, with SI ¼
3.5 and SI ¼ 3.4, respectively, were the most effective in P
solubilization, whereas, both strains HFBPR41 and
HFBPR44 exhibited the lowest solubilizing power with SI ¼
2.5 (Supplementary information 2). Furthermore, the quanti-
tative test showed that all of the selected rhizospheric bacter-
ial strains could dissolve rock phosphate. The phosphate
solubilizing ability significantly varied between 5.34mg/mL
and 227.24 mg/mL, as the pH ranged between 3.34 and 7.75
(p< 0.05) (Table 3). After 48h of incubation, the pH of the
medium typically fell gradually. With the greatest drop in
medium pH (3.34), HFBPRR01 showed significantly the
maximum phosphate solubilization (p< 0.05) (Table 3). Six
strains out of twenty-four were most phosphate solubilizing

with a quantity close to or above 100mg/mL P and 58.3%
(14 of 24) of rhizospheric strains could solubilize a quantity
that varies between 20 mg/mL and 90 mg/mL (Table 3). The
high significant amounts of soluble P produced by some
strains coincide with a significant decrease in the pH of the
medium (p< 0.05) (pH initially adjusted to 6.7), indicating
acidification of the medium.

Regarding the results of phosphate sludge and tri-calcium
phosphate solubilization, three strains (HFBPR01, HFBPR04,
and HFBPR40) exhibited a high solubilization ability com-
pared to other strains (Table 4). Regardless of P sources, the
solubilization rate of TCP was higher as compared to PS
and RP (Table 4). According to the inter-strains differences,
HFBPR40 showed the significant maximum solubilization of
both TCP and PS, with 295.5 mg P mL�1 and 51.0 mg P
mL�1, respectively (p< 0.05) (Table 4).

Biocontrol activity

Based on the qualitative test of HCN production, five strains
out of 75% (18 of 24) HCN-producing rhizospheric strains
(HFBPR01, HFBPR02, HFBPR04, HFBPR10, and HFBPR44)
were highly positive for HCN production, while six strains

Table 1. Tolerance to temperature, salinity and pH variation in the 24 PSB
strains isolated from the rhizosphere of Olea europaea grown in phosphate
sludge.

Bacterial strains

Temperature
tolerance

(�C)
Salt tolerance
NaCl (mM)

pH

4.5 5 6 7 8 9

HFBPR01 45 684 1 1 1 1 1 1
HFBPR02 50 2052 – 1 1 1 1 1
HFBPR04 45 2052 – 1 1 1 1 1
HFBPR05 45 684 – – 1 1 1 –
HFBPR10 45 684 – 1 1 1 1 –
HFBPR12 50 1881 þ 1 1 1 1 –
HFBPR19 50 1881 þ 1 1 1 1 1
HFBPR20 50 684 – 1 1 1 1 –
HFBPR23 45 1368 – 1 1 1 1 1
HFBPR24 50 2394 1 1 1 1 – –
HFBPR26 55 1710 þ 1 1 1 1 –
HFBPR27 45 1710 – 1 1 1 1 1
HFBPR33 45 1710 – 1 1 1 1 1
HFBPR34 40 1368 – – 1 1 1 1
HFBPR38 35 1710 – 1 1 1 1 1
HFBPR39 45 1368 – 1 1 1 1 –
HFBPR40 50 2394 þ 1 1 1 – –
HFBPR41 55 2394 1 1 1 1 1 –
HFBPR44 55 1368 – – 1 1 1 1
HFBPR48 45 2052 – – – 1 1 1
HFBPR49 50 1881 þ þ 1 1 1 –
HFBPR51 45 2052 – – – 1 1 1
HFBPR54 45 2394 – – – 1 1 1
HFBPR56 45 2394 – 1 1 1 1 1

Note: (þ) indicates the development/presence of bacterial strain and (–) no
development/absence.

Table 2. In vitro solubilization capacity of different P sources: tricalcium phos-
phate (TCP), rock phosphate (RP), and phosphate sludge (PS) by three selected
PSB strains in PVK liquid medium.

Solubilized P (mg/mL)

Bacterial strains TCP RP PS

HFBPR01 294.83 ± 1.67a 227.24 ± 1.38a 32.50 ± 0.67c
HFBPR04 286.17 ± 0.93b 114.16 ± 0.58c 39.00 ± 0.92b
HFBPR40 295.53 ± 1.29a 170.52 ± 1.84b 51.00 ± 0.20a

Note: Means ± SD with different letters differ significantly at 5 % according to
Tukey’s test.

Table 3. P solubilization capacity in PVK broth and pH change for the 24 PSB
strains isolated from the rhizosphere of Olea europaea grown in phosphate
sludge.

Bacterial strains Soluble P (mg/mL) pH

HFBPR01 227.24 ± 1.27a 3.34 ± 0.03a
HFBPR02 77.75 ± 2.75f 4.61 ± 0.18bcde
HFBPR04 108.47 ± 1.33c 4.80 ± 0.10defg
HFBPR05 9.14 ± 1.30o 5.87 ± 0.17j
HFBPR10 84.84 ± 0.95e 4.94 ± 0.05fg
HFBPR12 48.94 ± 0.98i 4.48 ± 0.03bcd
HFBPR19 36.81 ± 1.38k 4.39 ± 0.13b
HFBPR20 26.12 ± 0.96l 4.65 ± 0.08bcdef
HFBPR23 8.61 ± 0.41o 4.88 ± 0.12efg
HFBPR24 99.93 ± 0.95d 4.51 ± 0.09bcd
HFBPR26 44.14 ± 0.34j 4.38 ± 0.11b
HFBPR27 5.34 ± 0.31o 4.85 ± 0.17efg
HFBPR33 64.57 ± 0.48g 4.64 ± 0.03bcdef
HFBPR34 13.58 ± 0.98n 5.50 ± 0.16i
HFBPR38 83.58 ± 2.15e 5.02 ± 0.14gh
HFBPR39 172.40 ± 2.67b 4.60 ± 0.07bcde
HFBPR40 170.52 ± 1.41b 4.39 ± 0.02b
HFBPR41 74.31 ± 0.28f 4.46 ± 0.01bc
HFBPR44 15.08 ± 0.28n 5.33 ± 0.02hi
HFBPR48 21.21 ± 1.16m 7.75 ± 0.08m
HFBPR49 45.34 ± 0.76ij 4.74 ± 0.06cdefg
HFBPR51 27.67 ± 0.46l 6.44 ± 0.02k
HFBPR54 55.63 ± 0.10h 7.00 ± 0.12l
HFBPR56 98.91 ± 0.03d 5.01 ± 0.12g

Note: Means ± SD with different letters differ significantly at 5 % according to
Tukey’s test.

Table 4. In vitro Quantitative and qualitative estimation of indole acetic acid
(IAA) in IAA-producing PSB strains isolated from the rhizosphere of Olea euro-
paea grown in phosphate sludge.

Bacterial strains IAA (mg/mL) Production index

HFBPR04 29.64 ± 0.10a 3.5
HFBPR20 28.82 ± 0.07a 2.4
HFBPR23 17.36 ± 1.75c 2.5
HFBPR27 26.44 ± 0.19b 6.33
HFBPR34 25.54 ± 0.31b 4.29

Note: Means ± SD with different letters differ significantly at 5 % according to
Tukey’s test.

GEOMICROBIOLOGY JOURNAL 7

72



were not able to produce HCN (Table 5). The remaining
strains have low to medium HCN production.

Out of all the strains qualitatively tested, eight showed
cellulase activity, while five had chitinase activity (Table 5).
The highest cellulase activity was recorded in HFBPR02,
HFBPR12, and HFBPR54, whereas HFBPR24 showed the
highest chitinase activity (Table 5).

Biocompatibility and antifungal activity

The result of the biocompatibility test between the different
strains showed no negative interaction since the strains were
all biocompatible in vitro with one another. The table (Table
6) showed the effectiveness of the three-selected rhizospheric
bacterial strains HFBPR01, HFBPR04, and HFBPR40 (based
on PGP and biocontrol activities) against the growth of V.
dahliae and F. oxysporum. These three strains, directly and
indirectly, inhibited V. dahliae by more than 50%.
Nevertheless, HFBPR04 and HFBPR40 contributed to the
maximum antifungal activity against F. oxysporum (62.4 and
45.9%, respectively) which was indirect (Table 6). According
to the phylogenetic tree based on partial 16S rRNA gene
sequences, HFBPR01, HFBPR04, and HFBPR40 were identi-
fied as Pseudomonas moraviensis, Bacillus aryabhattai, and
Bacillus cereus, respectively.

Co-inoculation of P. vulgaris plants

Rhizospheric bacterial inoculation using HFBPR01,
HFBPR04, and HFBPR40 alone or in consortium inocula-
tion significantly increased P. vulgaris plants’ growth param-
eters (p< 0.05), compared to the uninoculated plants
(Figure 3). On average, the three individual inoculations sig-
nificantly increased the height/length and dry biomass by
about 52.1 and 97.3% in the shoot and about 2.7 and 4.4-
fold in the tap root, respectively, compared to the control
(p< 0.05). Nonetheless, consortium inoculation was more
performant than individual ones, which showed a significant
similar effect (p< 0.05). The P. vulgaris plants’ length was
significantly enhanced by about 49.6% (shoot) and 25.0%
(tap root) under consortium inoculation, in comparison
with individual ones, and by approximatively 2.3-fold
(shoot) and 3.4 (tap root), compared to the control
(p< 0.05). Furthermore, shoot dry biomass increased about

Table 5. In vitro production of hydrocyanic acid (HCN), cellulase and chitinase
in solid medium by the 24 PSB strains isolated from the rhizosphere of Olea
europaea grown in phosphate sludge.

Bacterial strains HCN Cellulase Chitinase

HFBPR01 þþþ – –
HFBPR02 þþþ þþþ –
HFBPR04 þþþ – –
HFBPR05 þþ – –
HFBPR10 þþþ – –
HFBPR12 – þþþ –
HFBPR19 – þ –
HFBPR20 þ – –
HFBPR23 þ – þ
HFBPR24 þ þþ þþ
HFBPR26 þ þþ –
HFBPR27 – – þ
HFBPR33 – – –
HFBPR34 þ – þ
HFBPR38 – – –
HFBPR39 þ – –
HFBPR40 þþ – þ
HFBPR41 þþ – –
HFBPR44 þþþ þþ –
HFBPR48 – – –
HFBPR49 þþ – –
HFBPR51 þ þ –
HFBPR54 þ þþþ –
HFBPR56 þþ – –

Note: � No activity/production. þ Weak activity/production. þþ Moderate
activity/production. þþþ Strong activity/production.

Table 6. Antifungal effects of the volatile and diffusible extracellular metabolites of the three selected strains on the radial growth of Fusarium oxysporum and
Verticillium dahliae.

Bacterial strains

Antifungal effect against F. oxysporum (%) Antifungal effect against V. dahliae (%)

diffusible extracellular metabolites volatile antifungal metabolites diffusible extracellular metabolites volatile antifungal metabolites

HFBPR01 29.43 ± 0.94a 29.40 ± 1.15c 54.00 ± 2.54a 53.75 ± 5.91b
HFBPR04 17.65 ± 0.79b 62.35 ± 1.56a 56.57 ± 5.17a 54.69 ± 1.56b
HFBPR40 19.94 ± 1.36b 45.89 ± 1.33b 52.35 ± 4.26a 66.87 ± 1.46a

Note: Means ± SD with different letters differ significantly at 5 % according to Tukey’s test.

Figure 3. Effects of PSB inoculation on the shoot and root length (a) and dry
biomass (b) of P. vulgaris plants. The three selected PSB strains (HFBPR01,
HFBPR04, and HFBPR40) were co-inoculated either individually or in a consor-
tium. Means ± SD with different letters differ significantly at 5 % according to
Tukey’s test.
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2.6 and 5.1-fold in plants inoculated with the consortium,
while root dry biomass improved by 2.2 and 9.4-fold, com-
pared to individual inculcation and control, respectively
(Figure 3).

Discussion

Rhizospheric microorganisms are vital to soil components
that either directly or indirectly affect the health of the soil
through their beneficial functions. By enhancing the avail-
ability of plant nutrients and boosting soil productivity, they
can enhance crop production (Kumar and Dubey 2020;
Raymond et al. 2021). Indeed, rhizospheric PSB could per-
form at least one of the following roles as biofertilizers, bio-
protectants, or biostimulants (Billah et al. 2019). Our
collection is dominated by Firmicutes phylum of which
about 60% of the strains belong to Bacillus sp. Lahsini et al.
(2022) reported similar findings in their samples from the
rhizosphere of the olive tree in southern Morocco.

Among the rhizospheric PSB shown to effectively solubil-
ize phosphate are: Pseudomonas moraviensis strain
HFBPR01, Bacillus paramycoides strain HFBPR39, and
Bacillus cereus strain HFBPR40. Bacterial strains belonging
to Bacillus and Pseudomonas genera have been regarded as
the most prevalent groups for efficiently phosphate solubil-
ization in soil (Kumari et al. 2018; Rezakhani et al. 2019;
Suleman et al. 2018). Most bacteria that solubilize phosphate
displayed a decrease in pH, indicating that they solubilize
phosphate via producing organic acids (Alori et al. 2017;
Billah et al. 2019). However, in the present study, Agromyces
albus strains HFBPR54 and Agromyces iriomotensis strains
HFBPR48 were able to solubilize RP at neutral and alkaline
pH conditions, respectively, suggesting the intervention of
other mechanisms of P solubilization. Some studies have
reported that the secretion of special enzymes like phytase,
phosphatase, and C–P lyase by rhizospheric PSB, can help
in organic phosphate mineralization (Aarab et al. 2013;
Dwivedi 2020; Khan et al. 2022; Manzoor et al. 2017). It was
also established that only one bacterium could simultan-
eously activate these two phosphate solubilization mecha-
nisms (production of organic acids and secretion of
enzymes) (Billah et al. 2019; Tao et al. 2008). Our study
showed that among the 24 four PSB strains selected from
the olive rhizosphere, the following three Pseudomonas mor-
aviensis strains HFBPR01, Bacillus aryabhattai strain
HFBPR04, and Bacillus cereus strain HFBPR40, are able to
effectively solubilizing different phosphate sources (TCP, RP,
and PS) suggesting their potential use in the development of
bio-fertilizers in organic agriculture. Previous reports sup-
ported our suggestion (Park et al. 2017; Qarni et al. 2021;
Turan et al. 2006). Recently, Xu et al. (2022) demonstrated
that the expression of novel plant growth-related genes was
induced by interaction with the endophytic bacterium B.
aryabhattai and that these changes may promote plant
growth in sustainable agriculture.

The presence of thermo-tolerant and halotolerant PSB in
our olive rhizosphere samples depends on the ecological
environment that is characterized by a semi-arid to arid

climate (Morocco). Frequently, bacteria occurring in saline
soils and dry regions are expected to have high levels of tol-
erance to salt and temperature stress (El Attar et al. 2019;
Lahsini et al. 2022; Shrivastava and Kumar 2015). The resis-
tance/tolerance to high environmental stresses could be due
to the formation of resistant endospores (Kumar et al. 2014)
and also by synthesizing stress tolerance genes (e.g., heat-
shock proteins (HSPs)) and some compatible solutes (Bruno
et al. 2020). Indeed, the abiotic stress-tolerant PSB are dis-
tinguished by several beneficial traits in addition to their
high P solubilization capacity, including the production of
large amounts of certain metabolites like phytohormones
and siderophores (Lahsini et al. 2022; Leontidou et al. 2020;
Park et al. 2017). Nonetheless, more work is needed to
understand the plant-associated bacteria, especially how
plants can choose bacterial strains that have the ability to
provide an exogenous source of phytohormones such as
auxin (e.g., IAA). It may be useful to understand the role of
indole compounds during the interaction between bacteria
and the plant host to help design synthetic bacterial com-
munities that could target specific or multiple plant species
in the future to sustainably improve plant growth (Gilbert
et al. 2018).

About 75% of strains produced HCN, which is involved
in the growth inhibition of pathogenic bacteria. The amino
acid glycine, which is abundant in root exudates and soil
pore water, serves as a precursor for bacterial HCN synthesis
in the rhizosphere (Sehrawat et al. 2022). As antagonist bac-
teria, mostly HCN-producing rhizospheric strains selected in
our collection belong to Bacillus sp. In several studies,
Bacillus sp. and Pseudomonas sp. have been found as the
most prevalent bacteria for HCN production (Abd El-
Rahman et al. 2019; Kumar et al. 2014; Sendi et al. 2020).
HCN, in addition to its function in biocontrol, is also
involved in metal ions chelation and indirectly contributes
to the availability of phosphate (Sehrawat et al. 2022). PSB
strains secluded from the olive tree rhizosphere grown on
phosphate sludge exhibited also the activity of lysing
enzymes, of which over 33% strains are cellulase producers,
and more than 20% produce chitinase. Numerous soil rhizo-
bacteria synthesize various cell wall lysing enzymes, such as
cellulases, chitinases, lipases, pectinases, and proteases,
among others, that act as antagonists against phytopatho-
gens (Rasool et al. 2021; Sehrawat et al. 2022). Pseudomonas
moraviensis strains HFBPR01, Bacillus aryabhattai strain
HFBPR04 and Bacillus cereus strain HFBPR40 revealed
in vitro biocontrol activities against F. oxysporum and V.
dahlia, causing the most devastating diseases affecting olive
trees. By producing antifungal secondary metabolites and/or
hydrolytic enzymes, many antagonistic microorganisms,
including PSB, have been reported to suppress directly or
indirectly soil-borne fungal pathogens. Bacterial strains iso-
lated from rhizospheric soils, mainly belonging to
Pseudomonas and Bacillus genera, have broad-spectrum sup-
pression toward phytopathogens and are widely recognized
for their potential to act as biocontrol agents (Mitra et al.
2020; Sendi et al. 2020; Wang et al. 2021). The employment
of Bacillus aryabhattai KMT-4 against Meloidogyne javanica
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has been warranted as a potent biological control agent and
a promising substitute of chemical nematicides (Antil et al.
2021). In addition, Zhou et al. (2021) reported that Bacillus
cereus YN917 has a good potential to be developed as bio-
agents and as bio-fertilizers to promote the rice plant growth
due to their capabilities in the production of IAA, aminocy-
clopropane-1-carboxylic acid deaminase, siderophore, prote-
ase, amylase, cellulase, and b-1,3-glucanase. In other study,
Bacillus cereus AR156 triggered a systemic resistance against
Pseudomonas syringae pv.tomato in Arabidopsis by simultan-
eously activating salicylate- and jasmonate/ethylene-depend-
ent signaling pathways, resulting in an additive effect on the
induced level of protection (Niu et al. 2011). Compared to
these experimental results, which is consistent with our find-
ing for some similar traits measured, our selected strains are
distinguished by an appreciable rate of the solubilization of
different sources of phosphate (TCP, RP, and PS) and their
resistance to different abiotic conditions (high temperatures,
salinity and pH variation). Bacillus aryabhattai strain
HFBPR04 exhibited a high capacity to solubilize P, while B.
aryabhattai KMT-4 did not show any phosphate solubiliza-
tion activity (Antil et al. 2021). Biocontrol potential of
Bacillus cereus strain HFBPR40 corroborate the findings of
Niu et al. (2011) on Bacillus cereus AR156, which is consid-
ered a biocontrol agent against a broad spectrum of patho-
gens. Despite the ability to promote plant growth primarily
through phosphate solubilization, our P. moraviensis strain
HFBPR01 did not produce IAA compared to P. moraviensis
X2 selected and identified by Wang et al. (2022).

Results of common bean growth revealed that the consor-
tium inoculation significantly increases both shoot and root
dry weight compared to single inoculation and control. The
bacterial consortium’s efficiency could be ascribed to the
increased bacterial cell numbers and the strains’ combin-
ation of several PGP characteristics and multiple mecha-
nisms. These include the release of phytohormones, the
secretion of compounds that chelate specific nutrients, or
antibiotics as biocontrol agents, which were not examined
during our study (Ben Zineb et al. 2020;; Hassan et al. 2017;
Pantigoso et al. 2022). Instead of using a single bacterial
strain, consortia could ensure increased efficiency of phos-
phate solubilization and high production of multiple types
of organic acids concurrently (Blanco-Vargas et al. 2020).
Pantigoso et al. (2022) reported that the PSB consortium
inoculation is successful in soils with insoluble P forms like
calcium phosphate, a common type of P that is unavailable
to plants in agricultural soils. PSB have been demonstrated
to be effective at boosting plant nutrition, growth, and yield
(Bargaz et al. 2021; Billah et al. 2019). Regarding the consor-
tium species, previous studies revealed that the inoculation
with consortia containing Bacillus and Pseudomonas
enhanced the growth of wheat (Hassan and Bano 2015),
modern potato varieties (Pantigoso et al. 2022), and tomato
seedlings (Rojas-Sol�ıs et al. 2016). Indeed, our PSB consor-
tium appears to be a potential biofertilizer for improving
crop tolerance and yield, especially, in the arid
Mediterranean climate (e.g., Morocco). Numerous studies
highlighted the use of PSB as biofertilizers for different food

crops such as Triticum aestivum (Batool and Iqbal 2019),
Solanum lycopersicum (El Maaloum et al. 2020), Solanum
bulbocastanum (Pantigoso et al. 2022), Zea mays (Anzuay
et al. 2017; Benbrik et al. 2020), Arachis hypogaea (Anzuay
et al. 2017), as well as forage crops (e.g., Alfalfa) (Kang et al.
2021). Our findings demonstrate the ability of PSB isolated
and selected from the olive tree rhizosphere grown on phos-
phate sludge to enhance soil phosphate availability, thereby
improving crop phosphate nutrition, and reducing P fertil-
izer deficits.

Conclusions

In the present study, the rhizospheric soil of olive trees
grown on phosphate sludge showed a wide variety of PSB,
of which twenty-four different strains were isolated and
identified by 16S rRNA gene sequencing. Based on traits
that promote plant growth and abiotic stress tolerance (high
temperature, pH, and salinity), three potential strains identi-
fied as Pseudomonas moraviensis, Bacillus aryabhattai, and
Bacillus cereus were distinguished from the other strains by
a good combination of all the traits studied in vitro, includ-
ing the solubilization ability of different P sources (TCP, RP,
and PS). They also demonstrated in vitro biocontrol poten-
tialities against F. oxysporum and V. dahlia. Furthermore,
we found that co-inoculating these three PSB strains as a
consortium significantly increased shoot height and tap root
length as well as dry biomass in common bean plants.
Indeed, our findings suggest that this PSB consortium could
be utilized as a sustainable alternative to enhance phos-
phorus availability for food crops. Consortia formulation by
selecting compatible PSB with variable PGP traits and being
able to tolerate stressful environments is necessary to
achieve long-term gains in agricultural productivity such as
biofertilizers and biocontrols. Therefore, more studies
involving different crop species and conditions in different
soil types are essential to ascertain the widespread applica-
tion of bacterial isolates for improving crop growth in the
field.

Acknowledgments

The Authors would like to acknowledge the support through the R&D
Initiative – Appel �a projets autour des phosphates APPHOS – spon-
sored by the Office Ch�erifien des Phosphates (OCP) (OCP Foundation,
R&D OCP, Mohammed VI Polytechnic University, National Center of
Scientific and Technical Research CNRST, Ministry of Higher
Education, Scientific Research and Innovation of Morocco) under the
project entitled ‘Proc�ed�es biotechnologiques pour la valorisation des
boues et des d�echets miniers de phosphate: Formulation d’un phospho-
compost bio-fertilisant pour application directe en agriculture product-
ive et respectueuse de l’environnement’ (Ref. BIO-MOD-01/2017).

Disclosure statement

No potential conflict of interest was reported by the author(s).

10 E. H. AIT-OUAKRIM ET AL.

75



Funding

This work was funded by the Office Ch�erifien des Phosphates (OCP)
(OCP Foundation, R&D OCP, Mohammed VI Polytechnic University,
National Center of Scientific and Technical Research CNRST, Ministry
of Higher Education, Scientific Research and Innovation of Morocco)
[Project. BIO-MOD-01/2017].

References

Aarab S, Ollero F, Meg�ıas M, Laglaoui A, Bakkali M, Arakrak A. 2013.
Isolation and identification of potential phosphate solubilizing bac-
teria from the rhizosphere of Lupinus hirsutus L. in the North of
Morocco. Moroccan J Biol 10:7–13.

Abbasi MK, Manzoor M. 2018. Biosolubilization of phosphorus from
rock phosphate and other P fertilizers in response to phosphate
solubilizing bacteria and poultry manure in a silt loam calcareous
soil. J Plant Nutr Soil Sci 181(3):345–356.

Abd El-Rahman AF, Shaheen HA, Abd El-Aziz RM, Ibrahim DSS.
2019. Influence of hydrogen cyanide-producing rhizobacteria in
controlling the crown gall and root-knot nematode Meloidogyne
incognita. Egyptian J Biol Pest Control 29:41–52.

Ahemad M, Kibret M. 2014. Mechanisms and applications of plant
growth promoting rhizobacteria: current perspective. J King Saud
Univ Sci 26(1):1–20.

Ait-Ouakrim EH, Chakhchar A, El Modafar C, Douira A, Amir S,
Ibnsouda-Koraichi S, Belkadi B, Filali-Maltouf A. 2023. Valorization
of Moroccan phosphate sludge through isolation and characteriza-
tion of phosphate solubilizing bacteria and assessment of their
growth promotion effect on Phaseolus vulgaris. Waste Biomass
Valor 2023:2.

Akintokun AA, Akande GA, Akintokun PA. 2007. Solubilization of
insoluble phosphate by organic acid-producing fungi isolated from
Nigerian soil. Int J Soil Sci 2(4):301–307.

Alori ET, Glick BR, Babalola OO. 2017. Microbial phosphorus solubil-
ization and its potential for use in sustainable agriculture. Front
Microbiol. 8:971.

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ. 1990. Basic
local alignment search tool. J Mol Biol 215(3):403–410.

Antil S, Kumar R, Pathak DV, Kumar A, Panwar A, Kumari A, Kumar
V. 2021. On the potential of Bacillus aryabhattai KMT-4 against
Meloidogyne javanica. Egypt J Biol Pest Control 31(1):67.

Anzuay MS, Ciancio M, Ludue~na LM, Angelini JG, Barros G, Pastor
N, Taurian T. 2017. Growth promotion of peanut (Arachis hypogaea
L.) and maize (Zea mays L.) plants by single and mixed cultures of
efficient phosphate solubilizing bacteria that are tolerant to abiotic
stress and pesticides. Microbiol Res 199:98–109.

Arora NK, Verma M. 2017. Modified microplate method for rapid and
efficient estimation of siderophore produced by bacteria. 3 Biotech
7(6):381.

Azaroual SE, Kasmi Y, Aasfar A, El Arroussi H, Zeroual Y, El Kadiri
Y, Zrhidri A, Elfahime E, Sefiani A, Meftah Kadmiri I. 2022.
Investigation of bacterial diversity using 16S rRNA sequencing and
prediction of its functionalities in Moroccan phosphate mine ecosys-
tem. Sci Rep 12(1):3741.

Bargaz A, Elhaissoufi W, Khourchi S, Benmrid B, Borden KA, Rchiad
Z. 2021. Benefits of phosphate solubilizing bacteria on belowground
crop performance for improved crop acquisition of phosphorus.
Microbiol Res 252:126842.

Batool S, Iqbal A. 2019. Phosphate solubilizing rhizobacteria as alterna-
tive of chemical fertilizer for growth and yield of Triticum aestivum
(Var Galaxy 2013). Saudi J Biol Sci 26(7):1400–1410.

Ben Zineb A, Trabelsi D, Ayachi I, Barhoumi F, Aroca R, Mhamdi R.
2020. Inoculation with elite strains of phosphate-solubilizing bacteria
enhances the effectiveness of fertilization with rock phosphates.
Geomicrobiol J 37(1):22–30.

Benbrik B, Elabed A, El Modafar C, Douira A, Amir S, Filali-Maltouf
A, El Abed S, El Gachtouli N, Mohammed I, Ibnsouda-Koraichi S.
2020. Reusing phosphate sludge enriched by phosphate solubilizing

bacteria as biofertilizer: growth promotion of Zea Mays. Biocatal
Agric Biotechnol 30:101825.

Billah M, Khan M, Bano A, Hassan TU, Munir A, Gurmani AR. 2019.
Phosphorus and phosphate solubilizing bacteria: keys for sustainable
agriculture. Geomicrobiol J 36(10):904–916.

Blanco-Vargas A, Rodr�ıguez-Gacha LM, S�anchez-Castro N, Garz�on-
Jaramillo R, Pedroza-Camacho LD, Poutou-Pi~nales RA, Rivera-
Hoyos CM, D�ıaz-Ariza LA, Pedroza-Rodr�ıguez AM. 2020.
Phosphate-solubilizing Pseudomonas sp, and Serratia sp, co-culture
for Allium cepa L growth promotion. Heliyon 6(10):e05218.

Bruno LB, Karthik C, Ma Y, Kadirvelu K, Freitas H, Rajkumar M.
2020. Amelioration of chromium and heat stresses in Sorghum
bicolor by Cr6þ reducing-thermotolerant plant growth promoting
bacteria. Chemosphere 244:125521.

Burdass D, Grainger J, Hurst J. 2016. Basic Practical Microbiology: A
Manual Society for General Microbiology. London: WC1N 2JU, UK.

Cao Y, Fu D, Liu T, Guo G, Hu Z. 2018. Phosphorus solubilizing and
releasing bacteria screening from the rhizosphere in a natural wet-
land. Water 10(2):195.

Cheba BA, Abdelzaher H. 2020. Chetoui olive cultivar rhizosphere:
potential reservoir for exoenzymes and exopolysaccharides produc-
ing bacteria. J Pure Appl Microbiol 14(4):2569–2575.

Chen W, Kuo T. 1993. A simple and rapid method for the preparation
of gram-negative bacterial genomic DNA. Nucleic Acids Res 21(9):
2260.

Chliyeh M, Rhimini Y, Selmaoui K, Touhami AO, Filali-Maltouf A, El
Modafar C, Moukhli A, Oukabli A, Benkirane R, Douira A. 2014.
Comparative study of pathogenicity tests for Verticillium dahliae
and Phytophthora palmivora causing wilt and decline of olive tree
(Olea europaea L.). Int J Pure App Biosci 2:28–38.

Costa J�unior PSP, Cardoso FP, Martins AD, Teixeira Buttr�os VH,
Pasqual M, Dias DR, Schwan RF, D�oria J. 2020. Endophytic bacteria
of garlic roots promote growth of micropropagated meristems.
Microbiol Res 241:126585.

Dandessa C, Bacha K. 2018. Review on role of phosphate solubilizing
microorganisms in sustainable agriculture. Int J Curr Res Aca Rev
6(11):48–55.

de Bruijn FJ. 1992. Use of repetitive (repetitive extragenic palindromic
and enterobacterial repetitive intergeneric consensus) sequences and
the polymerase chain reaction to fingerprint the genomes of
Rhizobium meliloti isolates and other soil bacteria. Appl Environ
Microbiol 58(7):2180–2187.
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Supplementary information 1. Morphological characteristics of the 56 isolated bacteria from the olive 

tree rhizosphere grown on phosphate sludge from the olive rhizosphere. 

 

Isolate  Form Surface Color Margin Opacity 

HFBPR01 Circular Glossy Yellowish Orderly Opaque 

HFBPR02 Circular Glossy White Orderly Translucent 

HFBPR03 Round Dry Milky-white Irregular Opaque 

HFBPR04 Circular Smooth 
Yellowish-

white 
Irregular Opaque 

HFBPR05 Circular Glossy Cream Irregular Opaque 

HFBPR06 Circular Smooth Golden-yellow Entire Opaque 

HFBPR07 Circular Glossy White Irregular Opaque 

HFBPR08 Circular Smooth Cream Entire Transparent 

HFBPR09 Circular Smooth and glossy Nonpigmented Entire Opaque 

HFBPR10 Circular Brilliant Bright-yellow Convex Opaque 

HFBPR11 Circular Smooth Yellow Entire Opaque 

HFBPR12 Circular Shiny White Entire Opaque 

HFBPR13 Circular Glossy White Orderly Viscous 

HFBPR14 Circular Smooth Beige Irregular Opaque 

HFBPR15 Circular Smooth White Irregular Rough 

HFBPR16 Circular Smooth White-grey Circular Opaque 

HFBPR17 Circular Smooth Milky-white Serrated edge Opaque 

HFBPR18 Circular Glossy Yellow  Orderly Opaque 

HFBPR19 Circular Rough 
Yellowish-

white 
Irregular Opaque 

HFBPR20 Circular Rough Creamy-white Entire Opaque 

HFBPR21 Circular Smooth Ochre-yellow Entire Rough 

HFBPR22 Circular Rough Nonpigmented Orderly Viscous 

HFBPR23 Filamentous Bright Pale-yellow Irregular Rouch 

HFBPR24 Circular Rough Beige-brown Irregular Opaque 

HFBPR25 Irregular dry and matt Creamy-yellow spreading edges Opaque 

HFBPR26 Circular Rough White Irregular Opaque 

HFBPR27 Circular Slimy Light-ivory Irregular Opaque 

HFBPR28 Circular Smooth White Transparent. Opaque 

HFBPR29 Circular Rough 
Yellowish-

white 
Entire Opaque 

HFBPR30 Circular Smooth 
Yellowish-

white 
Irregular Opaque 

HFBPR31 Circular Smooth Pink Irregular Rough 

HFBPR32 Circular Glossy Pink Irregular edge Rough 

HFBPR33 Circular Shiny Creamy-white Entire Opaque 

HFBPR34 Irregular Dry Ivory Irregular Opaque 

HFBPR35 Circular Smooth Whitish Whole margin Opaque 

HFBPR36 Circular Shiny White Round Opaque 

HFBPR37 Circular Smooth Beige Irregular Opaque 

HFBPR38 Circular Rough Dirty-white Regular Viscous 

HFBPR39 Irregular Dry Creamy-brown Irregular Opaque 

HFBPR40 Circular Rough Dirty-white Regular Rough 
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HFBPR41 Circular Rough Milky-white Curved Opaque 

HFBPR42 Irregular Rough White Regular Viscous 

HFBPR43 Circular Slimy Red Irregular Opaque 

HFBPR44 Circular Smooth Creamy–yellow Round Translucent 

HFBPR45 Circular Glossy Yellow Irregular Opaque 

HFBPR46 Circular Rough Creamy-white Irregular Opaque 

HFBPR47 Globular Smooth and shiny Whitish Entire Opaque 

HFBPR48 Circular Smooth White Irregular Opaque 

HFBPR49 Circular Slimy Pink-red Entire Opaque 

HFBPR50 Circular Smooth White Entire Opaque 

HFBPR51 Irregular Rough Dirty-white Irregular edge Opaque 

HFBPR52 Circular Glossy Ochre-yellow Serrated edge Opaque 

HFBPR53 Circular Rough Creamy-white Serrated edge Opaque 

HFBPR54 Circular Rough White Irregular Opaque 

HFBPR55 Circular Rough Creamy-white Irregular Opaque 

HFBPR56 Circular Smooth Ivory Round Opaque 

 

 

 

 

Supplementary information 2. In vitro tricalcium phosphate (TCP) solubilization by the 24 PSB strains 

isolated from the rhizosphere of Olea europaea grown in phosphate sludge. − No activity. + Weak 

activity. 

 

Bacterial strains 
 TCP 

solubilization 

Solubilization 

index (SI) 

HFBPR01 - 
 

HFBPR02 + 2.8 

HFBPR04 + 3.2 

HFBPR05 - 
 

HFBPR10 - 
 

HFBPR12 + 2.6 

HFBPR19 + 2.8 

HFBPR20 - 
 

HFBPR23 - 
 

HFBPR24 - 
 

HFBPR26 + 3.5 

HFBPR27 + 2.6 

HFBPR33 + 2.8 

HFBPR34 - 
 

HFBPR38 - 
 

HFBPR39 + 2.6 

HFBPR40 + 3.4 

HFBPR41 + 2.5 

HFBPR44 + 2.5 

HFBPR48 - 
 

HFBPR49 + 2.8 

HFBPR51 - 
 

HFBPR54 - 
 

HFBPR56 - 
 

 



METHODOLGIE ET RESULTATS 

 81  
  

III.2.    Synthèse du 2ème article 

 

Dans cette étude, 24 souches de PSB isolées à partir de la rhizosphère de l’olivier cultivé sur 

des boues de lavage de phosphate, ont été retenues après le séquençage du gène de l’ARNr 16S. Les 

résultats de séquençage montrent que notre collection est dominée par le phylum des Firmicutes dont 

environ 60% des souches appartiennent au genre de Bacillus. Lahsini et al., (2022) ont rapporté des 

résultats similaires dans leurs échantillons de la rhizosphère de l’olivier dans le sud du Maroc. Nos 

résultats montrent que toutes les souches peuvent solubiliser la roche phosphatée, avec des 

concentrations de phosphate soluble allant de 5,34 µg/mL à 227 µg/mL. Parmi les souches les plus 

efficaces dans la solubilisation du P on retrouve : P. moraviensis HFBPR01, B. paramycoides 

HFBPR39 et B. cereus HFBPR40. En effet, plusieurs etudes recentes montrent que les bactéries des 

genres Bacillus et Pseudomonas sont les plus efficaces dans la solubilisation du phosphate dans le sol 

(Kumari et al. 2018 ; Rezakhani et al. 2019 ; Suleman et al. 2018).  La solubilisation du phosphates 

est accompagnée generealement par une baisse de pH, ce qui indique que ces bacteries solubilisent le 

phosphate via la production des acides organiques (Alori et al., 2017; Billah et al., 2019). Cependant, 

les souches Agromyces albus HFBPR54 et Agromyces iriomotensis HFBPR48 ont été en mesure de 

solubiliser le RP dans des conditions de pH neutre ou legerement alcalin, ce qui suggère l’intervention 

d’autres mécanismes de solubilisation du P. Certaines études ont montré que la sécrétion des enzymes 

spéciales comme la phytase et la phosphatase par les bacteries peut aider à la minéralisation du 

phosphate organique (Aarab et al., 2013; Manzoor et al., 2017; Dwivedi, 2020; Khan et al., 2022). Il 

a été rapporté également, qu’une seule bactérie peut activer simultanément ces deux mécanismes de 

solubilisation du phosphate (production d’acides organiques et sécrétion d’enzymes (Guang-Can et 

al., 2008; Billah et al., 2019). 

En plus de la solubilisation de phosphate, nos souches présentent des niveaux de tolérances 

remarquables aux différents stress abiotiques (température, salinité et pH). La présence de PSB 

thermo-tolérantes et halotolérantes dans notre collection pourrait être expliqué par le fait que ces 

bactéries ont été isolées à partir des déchets miniers qui présentent des conditions de stress extrêmes 

pour les bactéries et devraient avoir des niveaux élevés de tolérance au différents stress 

environnementaux. La résistance aux stress environnementaux élevés pourrait être due à la formation 

d’endospores résistants ( Kumar et al., 2014) et aussi à la synthèse de gènes de tolérance aux stress 

abiotiquex (p. ex., protéines de choc thermique), des antioxydants et de certains solutions compatibles 

(Bruno et al., 2020). 
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Outre leur capacité à solubiliser le phosphate, leurs propriétés PGP et leur tolérance aux différents 

stress abiotiques, les bactéries sélectionnées dans cette étude ont montré des capacités de bio contrôle 

très importantes. En effet, Environ 75 % des souches ont produit de l’HCN, qui est impliqué dans 

l’inhibition de la croissance des bactéries pathogènes. La glycine, un acide aminé abondant dans les 

exsudats racinaires et l’eau interstitielle du sol, sert de précurseur à la synthèse bactérienne du HCN 

dans la rhizosphère (Sehrawat et al., 2022). La plupart des souches productrices d'HCN dans cette 

collection rhizosphérique appartiennent au genre Bacillus, ce qui corrobore plusieurs études qui ont 

identifié Bacillus sp. et Pseudomonas sp. comme les bactéries les plus courantes pour la production 

d'HCN. ( Kumar et al., 2014; El-Rahman et al., 2019; Sendi et al., 2020). Outre sa fonction de lutte 

biologique, l’HCN participe également à la chélation des ions métalliques et contribue indirectement 

à la disponibilité du phosphate (Sehrawat et al., 2022). Ces bacteries peuvent produire aussi des 

enzymes telles que la cellulase et la chitinase, plus de 33 % produisent la cellulase, et plus de 20 % 

produisent la chitinase. De nombreuses bactéries du sol synthétisent divers enzymes qui interviennent 

dans la lyse de la paroi cellulaire, comme les cellulases, les chitinases, les lipases, les pectinases et 

les protéases, entre autres, qui agissent comme antagonistes contre les phytopathogènes (Rasool et 

al., 2021; Sehrawat et al., 2022). 

Les souches bactériennes Pseudomonas moraviensis HFBPR01, Bacillus aryabhattai HFBPR04 et 

Bacillus cereus HFBPR40 ont présenté des résultats significatifs en lutte biologique in vitro contre 

les agents pathogènes les plus dévastateurs des oliviers, telle que F. oxysporum et V. dahlia. Ces 

souches ont montré leur capacité à produire des métabolites secondaires antifongiques et/ou des 

enzymes hydrolytiques qui, selon de nombreuses études, peuvent contribuer à la suppression directe 

ou indirecte des pathogènes fongiques dans le sol. En outre, ces trois souches ont montré une 

solubilisation importante de diverses sources de phosphates (TCP, RP et PS). 

Les résultats de l’inoculation ont révélé que l’inoculation par le consortium de ces trois souches 

augmente considérablement le poids sec des pousses et des racines par rapport à l’inoculation simple 

et au témoin. L’efficacité du consortium bactérien pourrait être attribuée à l’augmentation du nombre 

de cellules bactériennes et à la combinaison de plusieurs caractéristiques PGP et de plusieurs 

mécanismes. Il s’agit notamment de la libération de phytohormones, de la sécrétion de composés qui 

chélatent des nutriments ou d’antibiotiques comme agents de lutte biologique, qui n’ont pas été 

examinés au cours de notre étude (Ben Zineb et al., 2019; Hassan et al., 2017; Pantigoso et al., 2022). 

Le consortium pourrait assurer une efficacité accrue de la solubilisation des phosphates et une 

production simultanée élevée de plusieurs types d’acides organiques (Blanco-Vargas et al., 2020).   

D'après une étude menée par (Pantigoso et al., 2022), l'utilisation d'un consortium de PSB pour 
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l'inoculation des sols peut améliorer la disponibilité du P pour les plantes, même dans les sols 

contenant des formes insolubles de P, comme le phosphate de calcium couramment présent dans les 

sols agricoles. Il a été prouvé  aussi que les PSB sont efficaces pour stimuler la nutrition, la croissance 

et le rendement des plantes (Billah et al., 2019; Bargaz et al., 2021). Les résultats de notre étude 

indiquent que les PSB sélectionnées à partir de la rhizosphère de l'olivier sont capables d’améliorer 

la disponibilité du phosphore dans le sol, ce qui peut contribuer à améliorer la nutrition des cultures 

et réduire l’utilisation des engrais phosphatés. En effet, nos constatations suggèrent que ce consortium 

pourrait être utilisé comme solution alternative durable pour améliorer la disponibilité du phosphore 

pour les cultures alimentaires. Toutefois, il est essentiel de mener davantage d'études sur différentes 

espèces de cultures et dans différents types de sols pour déterminer l'application généralisée des 

isolats bactériens, afin d'améliorer la croissance des cultures et de déterminer leur efficacité au champ. 
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CHAPITRE II : Stimulation de la croissance de la tomate par les bactéries 

solubilisatrices du phosphate  

I. Introduction 

Le Maroc possède la plus grande réserve de phosphate, environ 75 % de la réserve mondiale estimée 

(Cooper et al., 2011). Durant le processus de traitement de la roche phosphatée une large quantité des 

sous-produits incluant les boues de lavage phosphatées sont générés, contenant des teneurs non 

négligeables en phosphore sous forme insoluble (Loutou et al., 2013). Ces boues phosphatées sont 

stockées dans de grands bassins couvrant de grandes surfaces et leur accumulation pose un problème 

en termes de capacité de stockage (Hakkou et al., 2016). Par conséquent, le recyclage des boues 

phosphatées est obligatoire afin de consommer les quantités générées chaque année. Les boues 

phosphatées peuvent être réutilisées comme source de phosphore pour les plantes (Benbrik et al., 

2020). Cependant, Les plantes n'utilisent que les ions orthophosphates primaires et secondaires 

chargés négativement (H2PO4- et HPO42-) comme nutriments (Glick, 2012). Par contre, la plupart 

du phosphore dans les boues existe sous diverses formes insolubles (Hakkou et al., 2016). Ce qui 

nécessite une mobilisation des formes insolubles sous une forme pouvant être assimilée par les 

plantes. Cette mobilisation peut être assuré par différents microorganismes notamment les bactéries 

promotrices de la croissance (PGPR) (Zaidi et al., 2009 ; Shukla et al, 2019 ; Rawat et al., 2020). La 

solubilisation du phosphore inorganique dépend de la capacité des bactéries à produire les acides 

organiques et à sécréter les protons H+ (Zaidi et al., 2009).  

Notre étude s’insère dans ce contexte et se propose d’étudier la valorisation des boues de lavage en 

tant que biostimulant en les associant avec des consortiums de bactéries PGPB capables de solubiliser 

leurs phosphates résiduels. Pour évaluer l’efficacité de cette formulation biofertilisante, nous avons 

procéder à (i) l’évaluation de son potentiel à solubiliser le phosphore minéral contenu dans les sols 

enrichis en boues phosphatées et inoculés par trois consortiums différents de PGPB (ii) Evaluation 

des paramètres de croissance des plantes de tomates dans les mêmes conditions. 

II. Présentation de l’article 3 

 

Valorization of phosphate sludge and its bacterial biomass as a potential  bioformulation for 

improving tomato growth 
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Abstract 20 
Phosphorus (P) is a vital limiting nutrient element for plant growth and yield. In Morocco, the natural phosphate 21 
rock extractions generate significant amounts of phosphate wash sludge (PS), which could be reused productively, 22 
thus creating another added value for farmers. The present study aimed to demonstrate the combination effect of 23 
soil amendment by two different PS concentrations (1% and 5%) associated with three phosphate-solubilizing 24 
bacteria (PSBs) consortia (C1, C2, and C3), isolated from phosphate mining sludge, on plant growth and nutrient 25 
uptake in tomato seedlings (Solanum lycopersicum). The results obtained showed that this bioformulation 26 
significantly improved P solubilization and plant growth compared to control conditions. Of all the combinations, 27 
C3-inoculated soil amended with 5% PS was the most effective in significantly improving plant height and dry 28 
and fresh biomass of shoots and roots. P solubilization and its availability for tomato seedlings uptake were 29 
maximal with the bioformulation (C3+5% PS). This latter enhanced P and potassium (K) uptake by 27.89 and 30 
38.81% in shoots and 38.57% and 74.67% in roots, respectively, compared to non-inoculated soil amended with 31 
5% PS. The highest flowering rate (200 %) was recorded in C3-inoculated soil amended with 5% PS. Supporting 32 
these results, the principal component analysis discriminated this bioformulation (C3+5% PS) from the other 33 
combinations. Our results open up prospects for upgrading phosphate sludge enriched with PSBs consortia as a 34 
biofertilizer that can be used in ecofriendly agriculture integrated into the circular economy. 35 
 36 
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 38 
 39 
* Corresponding author: 40 
Ecole Normale Supérieure de Marrakech, Université Cadi Ayyad, Marrakech 40000, Morocco      41 
E-mail address: chakhchar.ckr@gmail.com (A. Chakhchar) 42 
  43 



86 
 

Introduction 44 
Morocco has the largest phosphate rock reserve, approximately 70% of the estimated global phosphate reserve (El 45 
Bamiki et al. 2021). During the treatment of phosphate rock, large quantities of derivatives are produced, including 46 
phosphate wash sludge, which contains significant amounts of insoluble phosphorus (Ait-Ouakrim et al. 2023a,b). 47 
They are stored in large ponds covering large areas and their accumulation causes a storage capacity problem 48 
(Hakkou et al. 2016). Therefore, recycling phosphate sludge is mandatory to exploit optimally the annual quantities 49 
produced and integrate it into a circular economy. Phosphate sludge can be reused as a source of phosphorus for 50 
plants (Benbrik et al. 2020; Ait-Ouakrim et al. 2023a,b). However, most phosphorus in sludge exists in various 51 
insoluble forms (Hakkou et al. 2016), whereas only the primary and secondary orthophosphate ions (H3PO4, 52 
H2PO4

−, HPO4
2−, HPO4

3−) are assimilated by plants as nutrients (Bargaz et al. 2021). Mobilization of insoluble 53 
phosphate from the soil in an assimilable soluble form for plants may be ensured by various microorganisms, 54 
including the solubilizing bacteria of phosphate (PSBs) (Benbrik et al. 2020; Aliyat et al. 2022; Ait-Ouakrim et al. 55 
2023a,b). This group of bacteria is characterized by an important mineral phosphate solubilizing and organic 56 
phosphorus mineralization activity. 57 
The solubilization of inorganic phosphorus depends mainly on the ability of PSBs to produce organic acids and 58 
secrete H+ protons, releasing phosphorus in the assimilable form into the soil by lowering the pH of the rhizosphere 59 
(Wei et al. 2018). Organic acids can directly dissolve mineral phosphate through the exchange of a phosphate 60 
anion with an acid anion or through the chelation of the associated Fe, Al, and Ca ions in the soil complexes 61 
(Sharma et al. 2013; Rawat et al. 2021). Other studies have reported that PSBs could also solubilize potassium, 62 
improve nitrogen fixation, and produce phytohormones (Mitra et al. 2020; Rawat et al. 2021). PSBs are widely 63 
examined for their plant growth-promoting properties and biocontrol abilities such as increased plant growth, plant 64 
biomass, availability of nutrients, and mitigation of diverse biotic and abiotic stresses in plants (Pandey et al. 2012; 65 
Benbrik et al. 2020; Bargaz et al. 2021; Aliyat et al. 2022). The plant growth promotion (PGP) traits function 66 
additively and synergistically, and multiple mechanisms are responsible for promoting plant growth and increasing 67 
yield, including increasing available mineral nutrients, moderating phytohormone rates, and acting as biocontrol 68 
agents of phytopathogens (Emami et al. 2019; Kong and Liu, 2022).  69 
Tomato (Solanum lycopersicum) is among the major field and greenhouse vegetable crops grown all over the 70 
world. The latest FAO data reveal that tomato production has increased globally over the past 60 years, with 5.03 71 
million ha annually producing over 180.8 million tons of tomato fruits (FAOSTAT, 2023). Tomatoes serve 72 
important functions in human nutrition and health since they are substantial sources of carotenoids and other 73 
elements for the diet that promote health (Meng et al. 2022). Utilizing safe and non-toxic biofertilizers to the 74 
environment, based on high-quality PSBs formulations, to manage vegetable crop production systems in an 75 
integrated, intensive, and sustainable manner can improve fertilization efficiency, lower fertilizer production costs, 76 
boost soil productivity, and support the sustainability of agricultural land (Billah et al. 2019). Previous studies 77 
above-provided insight regarding the potential of native phosphate solubilizing bacteria (isolated from phosphate 78 
sludge) to boost plant development and yields by making phosphorus available to plants (Ait-Ouakrim et al. 79 
2023a,b). A wiser agricultural co-application of P sludge and PSBs assumes paramount importance to enhance 80 
agronomic profitability, environmental sustainability, and economic viability of phosphorus nutrient utilization. 81 
Our study aimed to value the phosphate sludge and its bacterial biomass as a potential source of biofertilizers for 82 
soil enrichment and tomato growth promotion by assessing two different concentrations of P sludge with three 83 
different PSBs consortia.  84 
 85 
Material and methods 86 
Bacterial consortium preparation 87 
Six PSBs strains were selected for their ability to dissolve inorganic phosphate and other plant growth promotion 88 
activities. Three strains were isolated from phosphate sludge and identified as Brevibacterium frigoritolerans 89 
HFBP01, Bacillus vallismortis HFBP15, Streptomyces venezuelae HFBP26 (Ait-Ouakrim et al. 2023a), and three 90 
others from rhizosphere soil of olive tree grown in phosphate sludge identified as Pseudomonas moraviensis 91 
HFBPR01, Bacillus cereus HFBPR04, Bacillus aryabhattai HFBPR40 (Ait-Ouakrim et al. 2023b) (Supplementary 92 
data 1). The six strains were prepared separately in 150 mL of Tryptic Soy Broth (10%) liquid medium and 93 
incubated at 28 °C in a rotary shaker (120 rpm) for 48 h. After incubation, the optical density was adjusted to 108 94 
CFU mL-1. Three consortia (C) were formulated as follows: C1 (HFBPR01, HFBPR04, and HFBPR40), C2 95 
(HFBP01, HFBP15, and HFBP26), and C3 (C1+C2). The biocompatibility of these PSBs strains was tested and 96 
the results obtained showed that they have no antagonistic effects between them (Ait-Ouakrim et al. 2023a, 2023b). 97 
 98 
Tomato seeds inoculation 99 
Tomato seeds (Solanum Lycopersicum ‘Campbell 33ʹ) were disinfected in 10% of sodium hypochlorite and sown 100 
directly in commercial potting soil. Two-week-old seedlings were transplanted into plastic pots (15 cm in diameter 101 
and 20 cm in depth) previously disinfected and filled with 2 kg of soil (S) mixed with different concentrations of 102 
phosphate sludge (PS) in the following proportions: PS 0%, PS 1%, and PS 5%. After that, tomato seedlings were 103 
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inoculated with 10 mL of the bacterial consortia near the root area after transplantation and one month later. The 104 
negative controls received 10 mL of physiological saline solution. The experiment included 12 treatments as shown 105 
in Table 1. Ten pots of each treatment were established and kept for 80 days under controlled greenhouse 106 
conditions (25 ± 2°C, 60 ± 5% relative humidity, and a photoperiod of 16:8 h) and watered every 48 h. Each pot 107 
contained a single tomato seedling. 108 
 109 
Table 1 Experimental design of the conducted study describing the different treatments applied 110 
 111 

Traitement Description 

S Soil without inoculation (negative control) 

S+C1 Soil inoculated with C1 

S+C2 Soil inoculated with C2 

S+C3 Soil inoculated with C3 

S+PS1% Soil amended with 1% of PS 

S+PS1%+C1 Soil amended with 1% of PS and inoculated with C1 

S+PS1%+C2 Soil amended with 1% of PS and inoculated with C2 

S+PS1%+C3 Soil amended with 1% of PS and inoculated with C3 

S+PS5% Soil amended with 5% of PS 

S+PS5%+C1 Soil amended with 5% of PS and inoculated with C1 

S+PS5%+C2 Soil amended with 5% of PS and inoculated with C2 

S+PS5%+C3 Soil amended with 5% of PS and inoculated with C3 

 112 
Soil analysis 113 
pH and Conductivity 114 
Both soil pH-H2O and KCl-pH were measured by mixing 10 g of soil (+3g of KCl for the KCl-pH) with 20 mL of 115 
distilled water; the suspension was agitated for 30 minutes before the pH measurement. Electrical conductivity 116 
was determined using a conductivity meter by dissolving 10g of soil in 100 mL of distilled water. 117 
 118 
Available P and total P in the soil 119 
Available P in soil was measured using the method of Olsen et al. (1954). In order to monitor changes and trends 120 
of available P in the soil during the experiment and taking into account the variety of tomato studied, its 121 
development cycle, and the substrate used and its volume, the measurements were performed four times, at T0 122 
(time before inoculation) corresponding to control, T40 (40 days after inoculation), T60 (60 days after inoculation), 123 
and T80 (80 days after inoculation). Soil (1 g) was dissolved in 20 mL of sodium bicarbonate; the suspension was 124 
stirred for 1h and filtered using filter paper. A 1 mL of suspension was mixed with 5 mL of molybdate-hydrazine 125 
sulfate reagent (10 mL of 0.15% hydrazine sulfate was mixed with 20 mL of sodium molybdate solution). The 126 
mixture was incubated for 10 min at 70°C in a water bath. The amount of phosphorus was estimated using a 127 
standard curve of KH2PO4 by measuring the optical density at 820 nm. Total P was determined by colorimetry 128 
method after mineralization of soil samples using the same method described above. A 0.1 g of soil sample 129 
mineralized at 550°C for 6h was dissolved in 2 mL of HCL 10% and then 20 mL of distilled water was added after 130 
evaporation of HCl. The obtained suspension was filtered and the filtrate was used for the determination of total 131 
P.  132 
 133 
Mineral elements K+, Na2+, and Ca2+ 134 
Soil samples were mineralized for 4 hours at 500°C. Each sample (100 mg) corresponding to each treatment was 135 
mixed with 2 mL HCl (10%). After the evaporation of HCl, 20 mL of distilled water was added, and then the 136 
mixture was filtered using filter paper. The resulting solutions were used to determine the concentration of each 137 
element by flame atomic absorption spectrometry (Gaines and Mitchell 1979).  138 
 139 
Plant material analysis 140 
Plant growth promotion traits 141 
After transplanting the tomato seedlings, their initial shoot length was measured. Thereafter, the monitoring of this 142 
parameter was carried out weekly throughout the growing period. The flowering rate was determined as soon as 143 
the flowers appeared. In order to assess the biomass allocation within tomato seedlings in response to different 144 
treatments, the fresh and dry biomass was measured. The fresh weight (both shoot and root, separately) was 145 
measured after plant harvesting and root cleaning, while the dry weight was measured after drying the plant 146 
material for 72 hours at 65°C. There were 10 replicates per treatment (one plant per replicate) for shoot length and 147 
3 for biomass weight. 148 
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 149 
Determination of total phosphorus and potassium  150 
The amount of total phosphorus and potassium in both shoots and roots was determined using 100 mg of dry matter 151 
previously ground and mineralized in the same manner as that described above in “Available P and total P in the 152 
soil” and “Mineral elements K+, Na2+ and Ca2+”, respectively.  There were 3 replicates per treatment (one plant 153 
per replicate).  154 
 155 
Statistical analysis 156 
Results were analyzed statistically with the SPSS V25 software for Microsoft Windows. The analysis includes the 157 
analysis of variance (ANOVA) followed by a comparison of the means (p ≥ 0.05) with Tukey’s Post hoc test after 158 
checking the normality and the homoscedasticity of data. A principal component analysis (PCA) was also 159 
performed to identify the discriminating variables between different treatments. 160 
 161 
Results 162 
2.1.  Physicochemical characteristics of the soils used 163 
The three substrates used in this study with different concentrations of phosphate sludge (0, 1, and 5 % PS) were 164 
characterized physicochemically (Table 2). Results showed that PS-deficient soil has a basic pH by referring to 165 
both pH-KCl and pH-H2O and an electrical conductivity of about 52.30 µS cm-1. Regarding pH-H2O, it was kept 166 
relatively stable and basic after soil amendment with PS without any significant statistical difference between the 167 
three substrates (p ≤ 0.05). Soil amendment significantly increased the amount of total phosphorus, available 168 
phosphorus, Na, and Ca. The highest concentrations of these mineral elements were recorded in the soil amended 169 
by 5% PS. The concentration of 5% PS increased the available P content in soil by about 71.6 and 31.9% compared 170 
to PS-deficient soil and soil amended by 1%, respectively (Table 2). However, K content has not changed 171 
significantly between PS-deficient soil and PS-amended soil.  172 
 173 
Table 2 Physical and chemical characteristics of different substrates used 174 
 175 

Parameter Deficient soil  Deficient soil+PS (1%) Deficient soil+PS (5%) 

Total P (ppm) 1018.44±20.45c 1743.24±47.38b 2459.31±153.70a 

Available P (ppm) 107.18±3.11c 139.47±1.78b 183.97±1.85a 

K+ (ppm) 29.23±2.78a 30.00±1.46a 31.60±3.50a 

Na2+ (ppm) 31.60±0.74b 36.00±1.58b 46.20±2.55a 

Ca2+ (ppm) 143.90±1.73c 204.10±4.00b 353.10±24.58a 

pH-H2O 8.35 ± 0.10a 8.37 ± 0.4a 8.5 ± 0.1a 

pH-KCl 7.82 ± 0.09 - - 

Electrical Conductivity (µS cm-1) 52.30 ± 0.30 - - 

Note. Values are the mean of n=3 (Mean ± standard deviation). Values with different letters are significantly 176 
different at p ≤0.05.  177 
 178 
Dynamics of available phosphorus in soil 179 
The dynamic of available phosphorus in the soil during the tomato-growing period exhibited significant differences 180 
with time and between treatments (P ≤ 0.05) (Table 3). Available P varied in proportion to the PS concentration, 181 
such that the concentrations of 1 and 5 % significantly increased the available P by about 19.8 and 73.3%, 182 
respectively, compared to PS-deficient soil at time 0. The levels of available P also rose significantly in the PS-183 
deficient soil inoculated with PSBs consortia in comparison with the non-inoculated ones. Regardless of the time 184 
factor, the combination of PS and PSBs consortia thus significantly increased available P. Nonetheless, the 185 
available P concentration continuously reduced over time in PS-deficient soil and non-inoculated soil amended 186 
with PS. Conversely, the presence of PSBs consortia increased the available P over time, reaching maximum 187 
values only after 40 days for most treatments (Table 3). The highest available P amounts were recorded in C3-188 
inoculated soil amended with 5% PS, with an increase of approximately 72.21, 85.41, and 86.20 % noted after 40, 189 
60, and 80 days of the tomato-growing period, respectively, in comparison with the corresponding non-inoculated 190 
soil amended with 5% PS. 191 
 192 
Table 3 Dynamics of assimilable phosphorus in the soil under different combinations (phosphate sludge (PS) and 193 
PSBs consortia (C)) 194 
 195 
 196 
 197 
 198 
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Combination 
Assimilable phosphorus (ppm) 

0 d 40 d 60 d 80 d 

S 80.18±3.09Ac 63.17±7.99Bg 51.72±4.68Be 56.11±4.22Be 

S+C1 80.18±3.09Bc 94.57±4.24Aef 83.66±4.22ABd 88.04±5.15ABd 

S+C2 80.18±3.08Ac 91.44±5.61Aef 80.33±6.83Ad 85.40±9.76Ad 

S+C3 80.18±3.09Bc 92.98±5.82Aef 87.02±2.45ABd 91.67±5.37ABd 

S+PS1% 96.05±4.56Ab 75.76±8.88Bfg 81.65±10.33ABd 74.33±5.66Bde 

S+PS1%+C1 96.05±4.56Cb 144.34±5.46ABcd 132.02±4.68Bbc 152.67±7.86Aab 

S+PS1%+C2 96.05±4.56Bb 137.50±8.47Ad 125.71±8.75Ac 136.33±6.24Abc 

S+PS1%+C3 96.05±4.56Bb 159.73±9.26Abc 141.39±12.10Aabc 159.33±4.70Aa 

S+PS5% 138.96±3.19Aa 110.27±5.09Be 85.04±4.67Cd 89.33±6.12Cd 

S+PS5%+C1 138.96±3.19Ca 165.64±7.81Ab 151.30±3.30BCab 160.67±4.69ABa 

S+PS5%+C2 138.96±3.19Ba 159.36±8.38Abc 137.17±7.49Babc 130.00±5.01Bc 

S+PS5%+C3 138.96±3.19Ca 189.90±4.96Aa 157.67±7.05Ba 166.34±9.18Ba 

 199 
Note. Values are the mean of n=3 (Mean ± standard deviation). Values with different lowercase letters in each 200 
column and uppercase letters in each row are significantly different at p ≤0.05. 201 
 202 
Length of shoot of tomato seedlings 203 
Results of the effect of different concentrations of phosphate sludge and PSBs consortia on tomato shoot length 204 
are presented in Table 4. Significant statistical differences were recorded in this growth trait according to time and 205 
treatment factors (P ≤ 0.05). Regarding the time effect, change in shoot length usually began to increase 206 
significantly from the 2nd week in different treatments, compared to the control (0 W). The maximum shoot length 207 
is reached in the last week of the tomato-growing period, especially in C3-inoculated soil amended with 5% PS 208 
(59.56 cm) followed by C1-inoculated soil amended with 5% PS (53.40 cm). Compared to soil amended with 5% 209 
PS, C3, and C1 increased significantly tomato shoot length by about 33.84 and 20.0 %, respectively. 210 
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Table 4 Effect of soil enrichment with phosphate sludge and PSBs consortia on tomato shoot length during 10 weeks of the growing period 211 

 212 
Note. Values are the mean of n=10 (Mean ± standard deviation). Values with different lowercase letters in each column and uppercase letters in each row are significantly 213 
different at p ≤0.05. 214 

 0 w 1 w 2 w 3 w 4 w 5 w 6 w 7 w 8 w 9 w 10 w 

S 5.99±0.60Habc 7.53±1.43GHab 10.82±1.48Ga 16.04±1.58Fa 21.06±2.42Eab 26.60±3.39Da 30.37±3.90CDabc 33.68±3.93Cb 38.65±3.54Bbc 42.60±3.20ABcdef 45.75±2.07Acdef 

S+C1 5.99±0.59Jabc 6.09±1.59IJcd 9.20±1.61Ibc 14.69±1.92Hab 20.60±1.43Gabc 26.42±2.75Fab 30.25±3.04Eabc 34.84±2.58Db 39.80±2.44Cb 44.70±2.55Bc 49.00±2.21Acd 

S+C2 5.31±0.23Icd 5.20±1.18Id 8.28±1.46Hc 14.98±1.95Gab 21.05±1.91Fab 26.50±1.97Eab 31.39±2.48Dab 34.65±2.57Cb 40.00±2.67Bb 45.15±2.11Abc 47.95±2.30Acde 

S+C3 5.49±0.41Jbcd 6.00±0.94Jcd 9.21±0.83Ibc 15.90±1.02Ha 22.00±1.39Ga 26.12±1.82Fab 29.78±1.88Ebc 34.59±2.48Db 39.48±3.05Cbc 44.35±2.73Bcd 47.85±3.00Acde 

S+PS1% 5.75±0.46Habcd 7.18±0.74GHabc 9.43±0.90Gabc 13.41±1.28Fbc 17.42±2.04Ede 20.37±2.09Ed 23.78±2.68De 26.65±3.27Dd 30.75±2.74Ce 38.60±2.27Bf 41.88±1.79Af 

S+PS1%+C1 5.22±0.32Hd 6.58±0.79GHbcd 9.12±0.89Gbc 13.69±0.87Fbc 18.33±1.05Ecde 23.25±1.54Dbcd 28.14±2.05Cbcd 31.83±2.11Bb 34.15±2.08Bde 43.00±3.59Acde 45.20±3.33Adef 

S+PS1%+C2 6.08±0.69Hab 6.85±0.80Habc 8.89±1.02GHbc 12.29±1.86Gc 16.67±2.37Fe 21.19±2.44Ecd 24.75±2.35DEde 27.62±2.56Dcd 35.50±2.42Ccd 40.20±3.58Bdef 44.25±5.77Aef 

S+PS1%+C3 5.25±0.25Jcd 6.55±0.55IJbcd 9.64±0.58Iabc 14.76±1.01Hab 20.03±1.84Gabcd 24.82±2.67Fab 29.40±2.29Ebc 33.68±3.14Db 37.90±4.36Cbcd 45.60±3.66Bbc 49.50±3.06Abc 

S+PS5% 5.43±0.28Jbcd 6.40±0.46Jbcd 9.04±0.65Ibc 13.96±1.03Habc 18.64±0.94Gbcde 24.01±1.08Fabc 27.35±1.68Ecd 31.19±1.89Dbc 35.65±1.62Ccd 40.00±1.49Bef 44.50±1.78Aef 

S+PS5%+C1 6.42±0.71Ja 8.04±0.68IJa 10.35±0.79Iab 15.07±1.20Hab 20.60±1.51Gabc 25.99±1.94Fab 30.30±1.37Eabc 35.15±2.90Db 41.35±1.29Cb 49.00±3.17Bb 53.40±1.74Ab 

S+PS5%+C2 5.85±0.60Jabcd 6.95±0.83Jabc 9.57±1.03Iabc 13.74±1.09Hbc 18.98±1.60Gbcde 23.48±1.74Fabcd 28.13±1.62Ebcd 32.25±1.72Db 38.45±1.96Cbc 44.65±3.17Bc 48.85±1.92Acd 

S+PS5%+C3 5.88±0.58Jabcd 6.39±0.25Jbcd 10.02±1.02Iab 13.75±1.34Hbc 19.70±1.86Gabcd 25.42±2.04Fab 33.61±1.25Ea 40.15±1.81Da 49.20±2.70Ca 53.40±1.71Ba 59.56±1.88Aa 
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Dry and fresh biomass of tomato seedlings 215 
Shoot and root dry and fresh biomass varied significantly according to the consortium type and the phosphate 216 
sludge concentration (P ≤ 0.05) (Fig. 1 and Fig. 2). Tomato seedlings growing in the PS-deficient soil and 217 
inoculated with different consortia showed no significant difference in the shoot and root dry and fresh biomass 218 
compared to non-inoculated ones. However, C3 significantly improved these growth traits in both soils amended 219 
with 1% and 5% PS compared to other consortia, except for shoot dry biomass, where both C1 and C3 showed the 220 
highest values in soil amended with 1% PS. Among treatment combinations between PS and PSBs, C3-inoculated 221 
soil amended with 5% PS was the favorable and optimal association to significantly increase shoot and root dry 222 
and fresh biomass by ensuring good vegetative growth and development. Indeed, C3 improved shoot dry biomass 223 
by about 15.76% (Figure 1a), root dry biomass by 36.25 % (Fig. 1b), shoot fresh biomass by 22.32% (Fig. 2a), 224 
and root fresh biomass by 46.93% (Figure 2b), in soil amended with 5% PS compared to that enriched with 1% 225 
PS.  Nonetheless, the values of fresh and dry biomass of tomato shoots are greater than those recorded in roots 226 
(Figures 1 and 2).  227 
 228 

 229 
Fig. 1 Shoot (a) and root (b) dry biomass of tomato seedlings under different combinations (phosphate sludge (PS) 230 
and PSBs consortia (C)). Values are the mean of n=3 (Mean ± standard deviation). Different lowercase and 231 
uppercase letters indicate significant differences at p ≤0.05 232 
 233 

 234 
Fig. 2 Shoot (a) and root (b) fresh biomass of tomato seedlings under different combinations (phosphate sludge 235 
(PS) and PSBs consortia (C)). Values are the mean of n=3 (Mean ± standard deviation). Different lowercase and 236 
uppercase letters indicate significant differences at p ≤0.05 237 
 238 
Phosphorus and potassium uptake in tomato seedlings 239 
The addition of PS significantly increased P and K in tomato shoots and roots (P ≤ 0.05) (Table 5). This 240 
accumulation was more pronounced in soil amended with 5% PS than that amended with 1% PS. P concentration 241 
increased by about 52.77 and 93.09% in shoots and roots, respectively, while K concentration was 6.72% in shoots 242 
and 103.32% in roots, compared to the control (PS-deficient soil). Furthermore, inoculation by PSBs consortia 243 
significantly improved the P and K uptake in tomato shoots and roots compared to the control. C3 has shown the 244 
best results compared to other consortia. Regarding the combinations between different PSBs inoculation and PS 245 
amendment, C3-inoculated soil amended with 5% PS enabled the highest uptake concentrations of P and K in both 246 
shoots and roots. Indeed, this combination enhanced P uptake by 27.89 and 38.57% in shoots and roots, 247 
respectively, compared to non-inoculated soil amended with 5% PS. As for K uptake, the said combination 248 
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increased K by about 38.81% in tomato shoots and 74.67% in roots. In terms of comparison between plant parts, 249 
the P and K levels recorded in the shoots are higher than those noted in the roots under control and treated 250 
conditions (Table 5). 251 
 252 
Table 5 Content of phosphorus (P) and potassium (K) in both tomato shoots and roots under different combinations 253 
(phosphate sludge (PS) and PSBs consortia (C)) 254 
 255 

Organ Treatment 
P K 

Control C1 C2 C3 Control C1 C2 C3 

Shoot 

S 56.43±1.50f 74.41±7.31de 69.74±1.66e 82.46±0.64cd 1197.50±8.08gh 1457.00±36.85d 1184.00±13.86h 1334.00±3.86e 

S+PS 1% 69.46±3.23e 85.71±6.08bcd 75.17±7.82de 97.00±3.80b 1250.00±24.65fg 1435.00±25.06d 1572.50±17.51c 1445.00±10.02d 

S+PS 5% 86.21±1.50bcd 95.04±4.04bc 86.44±1.06bcd 110.25±4.54a 1278.00±12.14ef 1662.50±22.49b 1655.50±12.68b 1774.00±16.08a 

Root 

S 44.91±2.52h 69.14±2.33de 52.39±2.99gh 67.74±5.70def 211.00±11.07g 477.00±19.85de 426.00±20.08e 517.00±9.89cd 

S+PS 1% 61.07±3.67efg 79.34±5.61cd 56.35±2.02fgh 85.76±4.97c 351.00±29.91f 567.00±35.02c 553.00±10.19c 637.00±20.03b 

S+PS 5% 86.72±5.11c 115.99±4.94ab 107.72±2.49b 120.17±5.21a 429.00±19.79e 638.00±32.18b 570.00±20.44c 749.35±9.99a 

Note. Values are the mean of n=3 (Mean ± standard deviation). Values with different letters are significantly 256 
different at p ≤0.05.  257 
 258 
Flowering percentage in tomato seedlings 259 
Tomato flowering percentage was calculated by referring to the results recorded in PS-deficient soil and not 260 
inoculated and presented in Table 6. The flowering percentage increased with the increase in phosphate sludge 261 
concentration in the soils enriched with C1 and C3. The highest flowering rate was observed in C3-inoculated soil 262 
amended with 5% PS (200 %).  263 
 264 
Table 6 Effect of soil enrichment with phosphate sludge and PSBs consortia on tomato flowering percentage 265 

 
Flowering rate (%) 

C1 C2 C3 

PS1% 100.00 53.33 120.00 

PS5 % 166.67 0.00 200.00 

 266 
Multivariate statistical analysis 267 
Principal component analysis was applied to the parameters studied in tomato seedlings under different treatments. 268 
The major part of the cumulative variance (91.47 %) was represented by the first two principal components (PC1: 269 
85.25% and PC2: 6.22%). According to 2D space (Fig. 3A) and the matrix of components, PC1 is strongly 270 
correlated with all parameters examined in the positive part, mainly with shoot fresh and dry biomass and root dry 271 
biomass, while P available, root K content and shoot P content are most correlated PC2 in the positive side. The 272 
distribution of traits studied allowed distinguishing four main treatment groups (Fig. 3B): group1 comprises the 273 
soil amended with 5% PS and inoculated with C1 and C2 as well as soil amended with 1% PS and inoculated with 274 
C1 and C3, group 2 includes the soil amended with 1% PS and inoculated with C2 and 1% and 5% SP-enriched 275 
non-inoculated soil, group 3 includes the PS-deficient soil and the one inoculated with the three PSBs consortia, 276 
and group 4 comprises only the C3-inoculated soil amended with 5% PS. Among these four groups, the treatment 277 
combination of group 4 appeared the most favorable biofertilizing conditions to improve tomato growth and 278 
development.  279 
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 280 
 281 

 282 
Fig. 3. 2D scatterplots illustrating the distribution of the traits studied (A) and treatments (B) according to the two 283 
main principal components obtained by PCA in tomato seedlings 284 
 285 
Discussion 286 
Phosphate wash sludge is one of the byproducts generated during the phosphate extraction industry’s exploitation 287 
and subsequent rock phosphate treatment (Hakkou et al. 2016; Gherghel et al. 2019). It remains unexploited despite 288 
their considerable levels of residual phosphates complex, which could constitute at least an important resource of 289 
PSBs biomass and phosphorus for soils depleted of this mineral as key nutrients for plant growth (Benbrik et al. 290 
2020; Gupta et al. 2021; Di Capua et al. 2022; Ait‑Ouakrim et al. 2023a,b). In the present study, the combined 291 
inoculation of cultivated tomato seedlings, in soil amended with phosphate sludge, by selected PSBs consortia 292 
isolated from the phosphate sludge and the rhizosphere of olive trees growing on this phosphate wash sludge 293 
showed promising biofertilizer potential to improve plant growth and production. The scientific community is 294 
increasingly interested in finding biotechnological approaches to make the residual phosphorus of phosphate 295 
sludge and their bacterial biomass available to crop farmers to boost crop production and productivity (Rfaki et al. 296 

A 

B 
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2020; Benbrik et al. 2020; El Maaloum et al. 2020; Aliyat et al. 2022; Azaroual et al. 2022; Ait‑Ouakrim et al. 297 
2023a,b).  298 
Analysis of soil physicochemical parameters revealed that adding phosphate sludge improves significantly the 299 
mineral composition of the soil, including the assimilable phosphorus, total phosphorus, calcium, and sodium. 300 
Inoculation with PSBs consortia in soil amended by PS allowed for effective and sustainable mobilization of 301 
phosphorus from the sludge, compared to the non-inoculated soil. These results are consistent with studies done 302 
by Benbrik et al. (2020, 2021) and El Gabardi et al. (2021), which also tested the effect of PSBs on P solubilization 303 
and release in soil amended with different concentrations of PS. PSBs can be effective in making P more available 304 
to tomato plants from inorganic P source (PS) by solubilizing and mineralizing insoluble P compounds. The main 305 
mechanism of this solubilization involves the excretion of solubilizing agents, including organic acids, protons, 306 
and siderophores, which mainly act on P minerals. Organic acids, in particular, enhance P availability in the soil 307 
by forming complexes with cations like Al or Fe, or by obstructing P absorption sites on soil particles (Elhaissouf 308 
et al., 2022; Ait-Ouakrim et al., 2023 a,b), resulting in facilitated and enhanced plant P uptake. P stands as an 309 
indispensable nutrient for plant development and growth, considering that P concentration can reach up to 0.5% 310 
of the plant's dry weight (Vance et al., 2003). Regarding P dynamic and availability for tomato seedlings, the 311 
significant increase in P availability during the 40-day post-inoculation period could be explained by the action of 312 
PSBs, which solubilize and release P from PS into the soil making it more accessible to plants. After this period, 313 
the P availability remained maintained, exhibiting the durable effectiveness of PSBs consortia. However, in some 314 
treatments, there may be a decrease but it remains significantly high compared to the control. This could be mainly 315 
related to the rate of plant growth and development stage, and its growing need to absorb available P (Bargaz et 316 
al., 2021). The soil amendment with PS associated with the inoculation with phosphate solubilizing 317 
microorganisms revealed a significant beneficial effect on phosphorus bioavailability, increasing the plant growth 318 
of some crops, including Zea mays (Benbrik et al. 2020) and Solanum lycopersicum (El Maaloum et al. 2020). Our 319 
findings showed that among all combinations, the “C3 + 5% PS” combination was the best to significantly improve 320 
tomato seedlings’ growth, where the highest values of plant height and dry and fresh biomass of shoots and roots 321 
were recorded. The six strains forming the PSBs consortium 3 (C3): Brevibacterium frigoritolerans HFBP01, 322 
Bacillus vallismortis HFBP15, Streptomyces venezuelae HFBP26, Pseudomonas moraviensis HFBPR01, Bacillus 323 
cereus HFBPR04, Bacillus aryabhattai HFBPR40 have already shown a synergetic and significant biofertilizing 324 
effect on Phaseolus vulgaris (Ait-Ouakrim et al. 2023a,b). These PSBs strains selected and identified from 325 
Moroccan phosphate sludge presented multiple PGP traits, good tolerance to abiotic stresses (salinity, high 326 
temperature, pH, and heavy metal), and biocontrol potential against phytopathogens (Fusarium oxysporum, 327 
Botrytis cinerea, and Verticillium dahliae) (Ait-Ouakrim et al. 2023 a,b). To optimize the reuse of PS as a soil 328 
amendment, we tested low proportions in contrast to Benbrik et al. (2020) who used high PS percentages (20 - 329 
100%), whose 40% concentration was the best to increase the growth of Zea mays more than the other proportions 330 
used. Indeed, the soil amended with 5% PS favored the best plant growth of tomato seedlings, especially with 331 
PSBs consortium 3. The few studies on soil amendment by direct addition of PS showed a positive effect on 332 
vegetative growth in plants inoculated with PSBs (Benbrik et al. 2020; El Maaloum et al. 2020). In soil amended 333 
with 5% PS, the six bacterial strains (C3) significantly increased the shoot and root growth in tomato seedlings 334 
compared to the controls and other combinations; this is mainly due to the tested high and efficient ability of these 335 
PSBs strains to solubilize the insoluble P contained in the PS and make it available to plants (Ait-Ouakrim et al. 336 
2023 a,b). The additive beneficial effect of this consortium (C3) on plant growth is due to the synergistic effect of 337 
bacterial strains that compose it and their biocompatibility. Previous studies have reported that the inoculation by 338 
bacterial consortia is more effective than the inoculation by single bacterial strains, so that each strain complements 339 
the limits of the other, allowing the consortium to provide various functions that a single bacteria may not perform 340 
(El Maaloum et al. 2020; Gómez-Godínez et al. 2021; Ait-Ouakrim et al. 2023 a,b). According to our findings, the 341 
“C3 + 5% PS” combination enabled us to obtain the highest uptake of P and K in both shoots and roots. 342 
Several researchers confirm the beneficial contribution of PSBs in plant growth promotion through their 343 
solubilizing power, which further improves the availability and uptake of certain micronutrients, thereby ensuring 344 
the nutritional status and health of plants (Rawat et al. 2021; Bargaz et al., 2021; Li et al. 2023). Through the 345 
production of Indole-3-acetic acid (IAA) hormone, a capability documented in the investigated PSBs (Ait-Ouakrim 346 
et al., 2023 a,b), these bacterial consortia have the potential to stimulate the expansion of the plant's root system, 347 
thereby enhancing the absorption efficiency of P and K in tomato seedlings and increasing the growth rate. The 348 
same combination “C3 + 5% PS” ensured the highest flowering rate of tomato plants compared to the other 349 
combinations studied. PSBs are characterized by a more diverse set of metabolic skills to improve the 350 
bioavailability of different forms of refractory P in the soil. It has been demonstrated that PSBs inoculations 351 
enhance plant yield by changing the plant's P acquisition strategy and P distribution inside the plant (Li et al. 2023). 352 
In addition, the P requirements of plants vary according to the stages of plant development. It is extremely critical 353 
during the first weeks of growth and reaches its maximum demand at the flowering stage (Li et al. 2023).  354 
The significant results of tomato plant growth promotion indicated that PSBs enhanced the efficiency of PS by 355 
promoting its solubilization and providing more P into the mineral P pool (Elhaissoufi et al., 2021; Ait-Ouakrim 356 
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et al., 2023 a,b). Due to its low reactivity against binding and adsorption phenomena of P in soils, PS in 357 
combination with PSBs could meet tomato plants' higher requirements for P and other minerals, throughout the 358 
growth stages. PSBs consortia have the ability to provide a readily accessible P fraction to tomato seedlings even 359 
during their earliest growth stages, with the assumption that the efficiency of PS utilization intensifies as plant 360 
roots expand and more extensively explore the soil rhizosphere. P, an essential nutrient, is requisite for several 361 
cellular processes, encompassing photosynthesis, carbohydrate metabolism, energy generation, maintenance of 362 
redox homeostasis, and cellular signaling (Siedliska et al., 2021). It assumes also a pivotal role in root 363 
development, including the anatomy of root traits and the density of root hairs (Elhaissoufi et al., 2021). If not 364 
supplied by soil sufficiently, PS amendment in combination with PSB consortia can therefore ensure significant 365 
amounts of soluble and available P to improve plant growth. 366 
It is widely accepted that organic acids are initially secreted by PSBs, which then chelate with phosphate-related 367 
cations through their carboxyl and hydroxyl groups or by releasing H+ to decrease the pH of the rhizosphere, and 368 
the fixed P can then be transformed into an available form for plants. This rhizosphere bioacidification in the 369 
vicinity of the root system allows the release of phosphate from PS to plants and the use of soil nutrients (Ait-370 
Ouakrim et al. 2023 a,b; Li et al. 2023). Mobilization of insoluble P by PSBs is the key to create effective and 371 
robust microbial biofertilizers. By maintaining their P-solubilizing ability, PSB strains have gained widespread 372 
acceptance as eco-friendly resources readily available for biofertilizer agents to replace chemical fertilizers. The 373 
improvement of plant growth and nutrition as well as the regulation of biotic and abiotic stresses tolerance could 374 
be effectively conferred by certain multi-trait PSBs strains isolated from phosphate sludge (Ait-Ouakrim et al. 375 
2023 a,b). Nonetheless, further studies would be necessary to rigorously assess the long-term impacts of using this 376 
bioformulation on soil health and fertility, carefully examining the potential influence of its repeated application 377 
on soil properties and microbial communities, and its effectiveness across various crop species to evaluate its 378 
versatility and suitability in diverse agricultural environments. 379 
 380 
Conclusion 381 
The present study has highlighted the ability of soil amendment by the combination of phosphate sludge and PSBs 382 
consortium to improve the vegetative growth and flowering rate of tomato plants. The soil amended with 5% PS 383 
and associated with C3 inoculation showed the optimal performance of the P and K uptake in both tomato plants’ 384 
shoots and roots. This bioformulation (C3 + 5% PS) could be the most appropriate eco-friendly and circular 385 
economy strategy to significantly improve P solubilization and mobilization, nutrient uptake, and crop growth and 386 
yield. The optimization of this bioformulation and the elucidation of the mechanisms underlying the P 387 
bioavailability could be of potential economic importance in improving crop yields to meet the rising food demand 388 
driven by an increasing human population.  389 
 390 
Supplementary data 1  ID, accession numbers and percentage of similarity of the six selected PSBs strains 391 
forming the three PSBs consortia 392 
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III. Synthèse  

Les analyses des paramètres physico-chimiques du sol utilisé dans cette étude, ont révélé des 

teneurs assez faibles en phosphore assimilable, en phosphore totale, en potassium, en calcium 

et en sodium. Ces résultats confirment la déficience en phosphore du sol, requise pour tester 

l’effet de son amendement par les boues en présence des consortiums bactériens (Benbrik et 

al., 2020b).  

Nos résultats montrent que l’application des boues de lavage des phosphates au niveau du sol 

améliore la composition minérale du sol surtout les teneurs en phosphores assimilable et totale. 

L’inoculation avec les différentes combinaisons de bactéries PGPB au niveau des sols amendés 

par les boues phosphatées permettent une mobilisation plus efficace et plus durable du 

phosphore à partir des boues, comparée aux conditions des sols non inoculés. Ces résultats 

s’accordent avec les travaux réalisés par (Benbrik et al., 2020b) qui ont noté l’effet bénéfique 

de l’apport de 5% des boues de lavage des phosphates associés au consortiums bactériens sur 

la biodisponibilité du phosphore et la croissance des plantes de tomates. Les travaux de 

(Benbrik et al., 2020b) ont montré une nette amélioration de la croissance du maïs suite à un 

amendement de sol avec 40% des boues de lavage de phosphate en association avec des 

consortiums bactériens. De même, plusieurs études ont montré que l’association des boues de 

lavage de phosphate avec les mycorhizes ou la combinaison mycorhize-PGPB aboutit à une 

efficacité optimale de solubilisation du phosphore et de la promotion de la croissance des 

plantes de tomate (El Gabardi et al., 2020; El Maaloum et al., 2020a). 

L'inoculation avec les differents consortiums bactériens entraîne une augmentation significative 

du phosphore assimilable dans le sol enrichi avec des boues de lavage de phosphate par rapport 

au sol non amendé et non inoculé. Ces résultats s’accordent avec ceux obtenus par (Supanjani 

et al., 2006; Benbrik et al., 2020b). Les travaux de (Meena et al., 2016) ont également montré 

la capacité des PGPR à améliorer la disponibilité du phosphore au niveau du sol. 

La solubilisation des complexes résiduels de phosphates observée pourrait être attribuée à 

l'acidification du sol et à la libération d'acides organiques par les bactéries présentes dans les 

différents consortiums (Zaidi et al., 2009). Plusieurs espèces bactériennes ont été caractérisé 

comme PGPB capables de solubiliser le phosphate à partir des boues phosphatées tel que 

Sphingobacterium suaedae, Bacillus cereus, Bacillus pimilus, Pseudomonas sp, Serratia sp, 

Pantoea sp et Enterobacter sp (Aliyat et al., 2020; Benbrik et al., 2020a; Aliyat et al., 2022b). 

La solubilisation du phosphore inorganique dépend de la capacité des bactéries à produire les 

acides organiques et à sécréter les protons H+, ce qui libère le phosphore sous une forme 
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assimilable dans le sol par diminution du pH de la rhizosphère et chélation des cations (Al+, 

Fe3+, Ca2+) (Zaidi et al., 2009). D'autres études ont signalé l’existence d'autres mécanismes 

assurant la promotion de la croissance des plantes, par les PGPR, comme la production de 

l’auxine (AIA), sidérophore, cyanure d’hydrogène (HCN) (Glick, 2012a; Niranjana and 

Hariprasad, 2014; Rijavec and Lapanje, 2016).  

En outre, l’amendement du sol par PS5% en combinaison avec le consortium bactérien combiné 

(C3) a révélé en plus d’une meilleure biodisponibilité du phosphore, une amélioration de son 

absorption avec celle du potassium. De même, une nette amélioration des paramètres de 

croissance (la hauteur, le poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire et la floraison) est 

constatée en comparaison avec les plantes témoins. Nos résultats montrent que l’amélioration 

des paramètres de croissance des plantes par cette association est en partie liée à la solubilisation 

du phosphore minéral des boues, à sa mise en disponibilité et sa meilleure absorption par les 

plantes de tomates. Le potentiel promoteur de la croissance des plantes qui caractérise les PGPR 

devrait également participer à l’amélioration des paramètres de croissance constatée. En effet, 

Les PGPR jouent un rôle important dans la croissance des plantes grâce à leur potentiel de 

production des hormones de croissance comme les auxines, les cytokinines et les gibbérellines 

qui favorisent la division et la croissance cellulaires, le développement des racines ainsi que la 

floraison (Olanrewaju et al., 2017; Aini et al., 2019a). De même, le potentiel des PGPB à 

promouvoir la croissance des plantes est également lié à leur capacité de production des 

sidérophores, de l’acide indolacétique et du cyanure d’hydrogène qui stimulent le 

développement et l’augmentation de leur masses racinaires et aériennes (Glick, 2012a; Rijavec 

and Lapanje, 2016). 

Le mélange C3 des souches des bactéries PGPB contenus dans les 2 consortiums utilisés (C1 

et C2) a permis d’avoir un résultat bénéfique additif sur la croissance des plantes grâce à l’effet 

synergique et leur biocompatibilité. Certains auteurs ont signalé que l’utilisation des 

consortiums bactériens est plus efficace que l’utilisation des souches bactériennes 

indépendantes, de par la synergie d’actions des différentes souches qui y sont présentes. Chaque 

souche complète les limites de l’autre, ce qui permet au consortium d’assurer diverses fonctions 

qu’une seule bactérie peut ne pas réaliser (Akhtar et al., 2013; Gómez-Godínez et al., 2019).  

Ce travail préliminaire a mis en évidence la capacité de l’amendement du sol par l’association 

fertilisante boues de lavage des phosphates et le consortium des PGPB à solubiliser le 

phosphore résiduel et améliorer son assimilation par les plantes. Cette bioformulation possède 

également un potentiel d’amélioration des paramètres de croissance et de floraison des plantes 
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de tomates. L’enrichissement du sol par une concentration de 5% en boues de lavage associée 

au consortium C3 montre les performances optimales en termes des différents paramètres 

suivis. Une étude complémentaire serait nécessaire pour une meilleure optimisation de cette 

bioformulation et l’élucidation des mécanismes impliqués dans les effets positifs observés. 
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PARTIE III : DISSCUSSION GENERALE, CONCLUSION ET 

PERSPERCTIVES 
 

I. DISSCUSSION GENERALE 

  

L’industrie minière au Maroc engendre des quantités énormes de déchets miniers tels que les 

roches résiduaires, les résidus de concentrateur et les boues de laveries de phosphates qui restent 

accumulées et non valorisées (Daafi et al., 2014; Hakkou et al., 2009). D'un point de vue 

économique et environnemental, l'un des grands problèmes actuels est le traitement des 

volumes importants de déchets produits continuellement par les activités industrielles (Ouakibi 

et al., 2013). L’exploitation et la valorisation des boues de laveries des phosphates pourront 

jouer un rôle important dans l’économie du pays. L’une des initiatives visant à valoriser ces 

boues est leur utilisation dans le domaine agricole sous forme de phospho-compost afin de 

contribuer à résoudre les problèmes de carences en phosphore des sols et d’améliorer la 

production agricole. Le compostage en présence de résidus organiques, facilement 

biodégradables, peut entraîner l’existence de nombreux types de bactéries et de champignons 

capables de produire un grand nombre d’acides organiques et de substances humiques butyrique 

qui ont un effet physio-agronomique direct sur les plantes (Stevenson, 1967 ; Singh et 

Amberger, 1991; Hameeda et al., 2008; Mackey et Paytan 2009). Le phospho-compost pourra 

être amélioré en utilisant les microorganismes solubilisant le phosphate. Les bactéries et les 

champignons mycorhiziens à arbuscules solubilisant le phosphate, fréquents dans les sols, 

probablement au niveau des boues des phosphates, et dans les rhizosphères des espèces 

végétales, peuvent être utilisés dans la correction de cette carence en phosphore (Singh et 

Kapoor, 1999). En effet, ces microorganismes, meilleurs candidats écologiques pour la nutrition 

des plantes par le phosphore (Sharma et al., 2007), possèdent des aptitudes de solubilisation du 

phosphate et la capacité de convertir les composés phosphatés insolubles présent dans le sol à 

des formes solubles utilisable par les plantes (Pradhan et Sukla, 2006).Les boues de lavage des 

phosphates font partie des coproduits de l’industrie minière de phosphate dont la gestion de 

stockage pose un véritable problème. Ils demeurent inexploités malgré leurs teneurs non 

négligeables des phosphates complexes résiduels, qui pourraient constituer à moindre coût une 

source importante de phosphore pour les sols appauvris en ce minéral, qui fait partie des 

éléments nutritifs clés pour la croissance des plantes. Cette problématique suscite de plus en 

plus l’intérêt de la communauté scientifique, à la recherche de moyens biotechnologiques 
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capables de rendre accessible aux plantes le phosphore résiduel des boues phosphatées (Benbrik 

et al., 2020 a ; EL Gabardi et al., 2020). 

Les recherches présentées dans cette thèse ont pour objectif d'explorer la fraction microbienne 

présente dans les boues de lavage de phosphate, en particulier leur rôle dans la solubilisation de 

phosphate, la promotion de la croissance des plantes, la résistance aux stress abiotiques. La 

première partie de l'étude s'est concentrée sur l'isolement et la caractérisation de bactéries 

solubilisatrices de phosphate à partir des déchets miniers de phosphate et de la rhizosphère des 

oliviers poussant sur les boues de phosphate de la région de Khouribga au Maroc. Les activités 

biologiques potentiellement promotrices de la croissance des plantes ont été étudiées in vitro, 

ainsi que leur effet sur la promotion de la croissance des plants de haricot vert. Dans la deuxième 

partie, nous avons utilisé une association fertilisante composée des boues solides de lavage des 

phosphates et de consortiums de PSB isolés pour amender le sol appauvri, mettant en évidence 

sa capacité à améliorer la productivité et le rendement de la tomate. 

Au cours de cette étude, une collection de 87 isolats bactériens a été constituée, dont 56 

provenant de la rhizosphère de l'olivier et 31 isolés à partir de la boue phosphatée. Les résultats 

de l’analyse génétique de ces bactéries après l’élimination des souches pathogènes, ont révélé 

une diversité de genres et d'espèces. Ces bactéries ont été classées en trois phylums pour le sol 

rhizosphèrique : Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria, et en deux phylums pour les 

isolats de la boue phosphatée : Firmicutes et Actinobacteria. Plusieurs études antérieures ont 

également signalé la présence de ces trois phylums dans des échantillons similaires (Bruneel et 

al., 2017; Lahsini et al., 2022; Oubohssaine et al., 2022). ). L'analyse des séquences d'ADNr 

16S a identifié trois genres bactériens dominants : Bacillus, Streptomyces et Pseudarthrobacter, 

avec prédominance du genre Bacillus, qui représente plus de 60 % de la collection, corroborant 

ainsi les conclusions de l'étude menée par Lahsini et al. (2022) dans des échantillons de sol de 

la rhizosphère de l'olivier. 

Les boues de lavage de phosphate sont soumises à des conditions climatiques extrêmement 

difficiles. Cependant, certaines plantes pionnières, qu'elles soient herbacées ou arbustives, 

réussissent à s'établir dans cet environnement hostile. Ces plantes adaptées constituent une 

ressource prometteuse de microorganismes capables de favoriser la croissance des plantes. Les 

microorganismes indigènes de ces sols représentent une ressource naturelle cruciale pour le 

fonctionnement de ces écosystèmes. Ils jouent un rôle essentiel dans la résistance aux stress 

environnementaux, notamment grâce à leurs activités bénéfiques qui favorisent la croissance 

des plantes (activités PGP). En effet, ces bactéries peuvent faciliter l'établissement et la 
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croissance des plantes sur ces sols en leur fournissant des éléments minéraux essentiels et en 

les aidants à surmonter les effets du stress biotique et abiotique. Il en va de même pour les 

isolats bactériens obtenus à partir des sols miniers de la région de Khouribga, qui ont présenté 

une variété d'activités PGP intéressantes, telles que la solubilisation du phosphate inorganique, 

la production de sidérophores ou d'auxines, ainsi que des activités liées au contrôle des stress 

biotiques et abiotiques. 

Les résultats concernant la tolérance des souches bactériennes aux stress abiotiques indiquent 

que plus de 94% des souches étaient thermotolérantes (45 à 55 °C) et halotolérants (4 % de 

NaCl). De plus, une tolérance élevée à l'acidité et à l'alcalinité a été observée, avec 38% des 

souches pouvant croître sous des pH allant de 4,5 à 9,0. Cette tolérance élevée peut être attribuée 

à l'environnement écologique caractérisée par un climat semi-aride à aride dans lequel les 

bactéries ont été isolées. Souvent, les bactéries présentes dans les sols salins et les régions arides  

doivent développer des niveaux élevés de tolérance au stress lié au sel et à la température, 

comme cela a été observé dans d'autres études (Lahsini et al., 2022; Shrivastava and Kumar, 

2015). Cette tolérance accrue aux stress environnementaux élevés pourrait être attribuée à la 

formation d'endospores résistantes, ainsi qu'à la synthèse de gènes de tolérance aux stress 

abiotiques tels que les protéines de choc thermique et certains solutés compatibles (Bruno et 

al., 2020; Hashem et al., 2019). Des recherches antérieures ont démontré que l'application de 

BSP tolérantes aux stress abiotiques peut s'avérer un moyen efficace et économique d'améliorer 

la disponibilité en phosphore, de surmonter les déficits en phosphore dans des environnements 

contraignants et de remédier à la pollution des sols (Teng et al., 2019; Xu et al., 2019a; Rawat 

et al., 2020; A. A. Mahmud et al., 2021). Ces bactéries ont la capacité de produire divers 

composés bioactifs tels que des exopolysaccharides, des acides organiques, des phytohormones 

et des solutés compatibles, contribuant ainsi à améliorer la santé globale des plantes. (Park et 

al., 2017 ; Leontidou et al., 2020 ; Dey et al., 2021; Kang et al., 2021). 

Les résultats de notre étude ont mis en évidence une variation dans le nombre d'isolats 

présentant des caractéristiques PGP entre les sols nus de la boue phosphatée et les sols 

rhizosphériques de l'olivier. Dans l'ensemble, les sols de boue phosphatée ont montré une plus 

grande abondance de bactéries productrices de sidérophore et d'AIA par rapport à la rhizosphère 

de l'olivier. En revanche, les rhizobactéries associées aux racines d'Olea europaea ont montré 

une meilleure capacité de solubilisation du phosphate inorganique. De plus, toutes les souches 

sélectionnées ont démontré une aptitude à solubiliser la roche phosphatée, avec des 

concentrations de phosphate soluble allant de 3,25 µg/mL à 227 µg/mL. Les souches les plus 
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efficaces dans la solubilisation du P étaient Pseudomonas moraviensis HFBPR01, Bacillus 

aryabhattai HFBPR04, Bacillus paramycoides HFBPR39, Bacillus cereus HFBPR40, 

Streptomyces sp. HFBP30, Pseudarthrobacter sp. HFBP25 et Pseudarthrobacter sp. HFBP29, 

avec des concentrations de phosphate soluble dépassant les 100 µg/mL. Ces observations 

concordent avec les résultats de plusieurs études antérieures qui ont souligné l'efficacité de 

certaines bactéries des genres Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces et Pseudarthobacter dans 

la solubilisation du phosphate dans le sol (Kumari et al., 2018; Oubohssaine et al., 2022; 

Rezakhani et al., 2019).  La solubilisation du phosphate s'accompagne généralement d'une 

baisse du pH, suggérant que ces bactéries solubilisent le phosphate par le biais de la production 

d'acides organiques (Alori et al., 2017; Billah et al., 2019). Cependant, certaines souches, 

notamment Agromyces albus HFBPR54 et Agromyces iriomotensis HFBPR48, ont démontré 

une capacité de solubilisation du RP dans des conditions de pH neutre ou légèrement alcalin, 

indiquant l'existence d'autres mécanismes de solubilisation du P. Des études antérieures ont 

signalé que la sécrétion d'enzymes spéciales telles que la phytase et la phosphatase par les 

bactéries peut contribuer à la minéralisation du phosphate organique (Aarab et al., 2013; 

Manzoor et al., 2017; Dwivedi, 2020; Khan et al., 2022).    

En outre, outre leurs propriétés qui favorisent directement la croissance des plantes, certaines 

PGPR peuvent influencer la croissance des plantes de manière indirecte en agissant comme 

agents de biocontrôle (Chenniappan et al., 2019). Plusieurs études ont signalé que de 

nombreuses souches bactériennes ont un potentiel de biocontrôle pour Fusarium, telles que 

Paenibacillus polymyxa WR-2, Bacillus amyloliquefaciens SQR-9  (Raza et al., 2015, 2016), 

Bacillus amyloliquefaciens JDF35, Alcaligenes faecalis ACBC1, et Pantoea agglomerans 

ACBP1 (Zhao et al., 2018; Lahlali et al., 2020) et Bacillus subtilis IBFCBF-4 (Zhu et al., 2020). 

Dans notre étude, les souches HFBP01, HFBP15, HFBP26, HFBPR01, HFBPR04 et HFBPR40 

ont montré différents taux d'inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum, Botrytis 

cinerea et Verticillium dahliae in vitro, ce qui peut être lié aux espèces et aux mécanismes 

d'action impliqués.  Parmi les principaux mécanismes d'action bactérienne impliqués dans 

l'antagonisme, on peut citer la production de Cyanure d'hydrogène (HCN), l'antibiose par 

sécrétion de métabolites antifongiques et/ou de composés organiques volatils, ainsi que le 

parasitisme par sécrétion d'enzymes lytiques (Lopes et al., 2015; Jadhav et al., 2017). Les 

enzymes lytiques jouent un rôle crucial dans la dégradation de la paroi cellulaire, entravant ainsi 

la croissance hyphale des pathogènes fongiques et autres micro-organismes du sol. Nous avons 

évalué les activités de production d'HCN, de cellulase et de chitinase pour toutes les souches 

de notre collection. Bien que la production d'HCN ait été observée dans la majorité des souches 
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(plus de 79 % de la collection), seules quelques souches (30 % produisent de la cellulase et 19% 

produisent de la chitinase) ont montré une production d'enzymes lytiques, principalement parmi 

les bactéries de la rhizosphère. Cette diversité d'activité enzymatique peut conférer à ces 

souches un avantage compétitif pour leur survie au sein des populations microbiennes du sol, 

tout en leur permettant d'exercer un effet protecteur contre les pathogènes des plantes 

auxquelles elles sont associées. Les bactéries peuvent être une source majeure d'enzymes 

extracellulaires intéressantes, telles que la cellulase, la chitinase et la protéase (Ortiz and 

Sansinenea, 2022). Plusieurs études ont rapporté que de nombreuses espèces et souches 

appartenant aux genres identifiés dans notre étude présentent au moins une activité de 

promotion de la croissance des plantes (PGP) et une tolérance à divers stress abiotiques (Gupta 

and Pandey, 2019; Qarni et al., 2021; Lahsini et al., 2022; Mghazli et al., 2022; Qarni et al., 

2021; Turan et al., 2006; Park et al., 2017).  

En total, six souches bactériennes ont été sélectionnées en fonction de leurs performances in 

vitro pour évaluer leur capacité à favoriser la croissance des plantes, que ce soit 

individuellement ou en combinaison pour obtenir un effet synergique. Parmi ces souches, trois 

ont été isolées de la rhizosphère de l'olivier (Pseudomonas moraviensis HFBPR01, Bacillus 

aryabhattai HFBPR04 et Bacillus cereus HFBPR40), tandis que trois autres provenaient de la 

boue phosphatée (Brevibacterium frigoritolerans HFBP01, Bacillus vallismortis HFBP15 et 

Streptomyces venezuelae HFBP26). Des tests ont été conduits pour évaluer leurs performances 

en ce qui concerne la solubilisation de la boue phosphatée, leur activité de lutte biologique 

contre les agents pathogènes, suivis d'une expérience d'inoculation en pots afin d'évaluer leur 

influence sur la promotion de la croissance et le développement des plants de haricot (Phaseolus 

vulgaris). Les résultats ont montré que ces souches bactériennes ont présenté de bonnes 

performances en termes de solubilisation de la boue phosphatée et d'activité de lutte biologique, 

comparables ou supérieures à celles rapportées dans d'autres études (Turan et al., 2006; Park et 

al., 2017; El-Sersawy et al., 2021; Qarni et al., 2021).    

Concernant l'inoculation des plants de haricot avec les souches provenant de la boue 

phosphatée, l'utilisation de la souche HFBP26 seule a entraîné une augmentation significative 

de la biomasse sèche des pousses de P. vulgaris, soit une augmentation d'environ 73,6 %. 

L'utilisation du consortium HFBP01-HFBP15-HFBP26 a conduit à une augmentation de 70,6 

%. Une augmentation particulièrement marquée de la biomasse sèche des racines a été observée 

lorsque les souches HFBP01 et HFBP15 ont été utilisées conjointement, entraînant une 

augmentation d'environ cinq fois par rapport au témoin. Les résultats de l'inoculation de haricot 
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commun avec les bactéries provenant de la rhizosphère de l'olivier ont montré que l'inoculation 

par le consortium (la combinaison des trois souches) a donné de meilleurs résultats par rapport 

à l'inoculation individuelle et au témoin. Cette inoculation a entraîné une amélioration 

significative de la hauteur des pousses, de la longueur des racines et de la biomasse sèche. 

L'efficacité du consortium bactérien peut être attribuée à l'augmentation du nombre de cellules 

bactériennes et à l'effet synergique résultant de la combinaison des souches, qui présentent 

plusieurs caractéristiques bénéfiques pour la croissance des plantes (PGP) et mettent en œuvre 

divers mécanismes. 

En conclusion, cette première expérience d’inoculation a démontré l'effet positif de 

l'inoculation par les souches sélectionnées sur la croissance et le développement des plantes de 

P. vulgaris dans des conditions contrôlées. Les résultats ont mis en évidence le potentiel 

phytobénéfique de certaines souches testées, en particulier HFBP15, HFBP26 et HFBPR01, 

ainsi que de leur combinaison en consortium. Ces souches ont montré des effets significatifs 

sur la biomasse sèche, la hauteur des pousses et la longueur des racines, suggérant leur utilité 

potentielle dans l'amélioration des cultures de haricots. 

Dans la deuxième expérience d'inoculation, des plants de tomate ont été cultivés dans 

un sol pauvre (S) mélangé avec des boues solides de lavage des phosphates (BP) à des 

concentrations de 1% et 5%, puis inoculés avec trois consortiums différents : C1, C2 et C3 

(C1+C2). L'objectif était d'évaluer les capacités de ces consortiums à solubiliser le phosphate à 

partir des boues de phosphate ajoutées et à promouvoir la croissance et le développement des 

plants de tomate. Les résultats obtenus indiquent que l’enrichissement de sol par les boues de 

lavage des phosphates améliore sa composition minérale, en particulier les teneurs en 

phosphore assimilable et total. L'inoculation avec différentes consortiums de bactéries PSB 

dans les sols amendés par les boues phosphatées permet une mobilisation plus efficace et 

durable du phosphore à partir des boues, par rapport aux sols non inoculés. Ces résultats 

corroborent les observations de Benbrik et al. (2020b), qu’ont également constaté les effets 

positifs de l'application de 5% de boues de lavage de phosphate associées à des consortiums 

bactériens sur la biodisponibilité du phosphore et la croissance des plants de tomate. Les 

bactéries utilisées ont démontré leur capacité à solubiliser le phosphate contenu dans les boues 

phosphatées, ce qui est en accord avec d'autres études montrant que l'association des boues de 

lavage de phosphate avec les mycorhizes ou la combinaison mycorhize-PGPR favorise la 

solubilisation du phosphore et la promotion de la croissance des plantes de tomate (El Maaloum 

et al., 2020a; El Gabardi et al., 2021a). L'enrichissement des sols avec la combinaison de boues 
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de lavage et de différents consortiums bactériens augmente significativement la disponibilité 

du phosphore dans le sol par rapport aux sols non inoculés, ce qui concorde avec les résultats 

obtenus par Supanjani et al. (2006) ainsi que Benbrik et al. (2020b, 2021a). De plus, 

l'amendement du sol avec 5% de boues de lavage en combinaison avec le consortium bactérien 

C3 conduit à une meilleure biodisponibilité du phosphore et à une amélioration de son 

absorption, ainsi que du potassium. Une nette amélioration des paramètres de croissance tels 

que la hauteur, le poids frais et sec de la partie aérienne et racinaire, ainsi que la floraison, a 

également été observée par rapport aux plantes témoins. 

Nos résultats indiquent que l'amélioration des paramètres de croissance des plantes par cette 

association est partiellement due à la solubilisation du phosphore minéral des boues, à sa mise 

à disponibilité accrue et à son absorption améliorée par les plantes de tomate. Le potentiel de 

promotion de la croissance des plantes, caractéristique des PGPB, contribue également à cette 

amélioration. En effet, les PGPB jouent un rôle crucial dans la croissance des plantes en 

produisant des hormones de croissance telles que les auxines, les cytokinines et les 

gibbérellines, qui favorisent la division cellulaire, le développement des racines, la floraison, 

ainsi que la croissance en général (Olanrewaju et al., 2017; Aini et al., 2019b). De plus, le 

potentiel des PGPR à promouvoir la croissance des plantes est lié à leur capacité de produire 

des sidérophores, de l'acide indolacétique et du cyanure d'hydrogène, qui stimulent le 

développement des racines et de la masse aérienne des plantes (Glick, 2012b; Rijavec and 

Lapanje, 2016).   

Le mélange C3 (C1+C2) a permis d’avoir un effet bénéfique additif sur la croissance des plantes 

grâce à l’effet synergique et à leur biocompatibilité. Certains auteurs ont noté que l’utilisation 

des consortiums bactériens est plus efficace que l’utilisation des souches bactériennes 

individuelles en raison de la synergie d'actions des différentes souches. Chaque souche comble 

les lacunes de l'autre, permettant ainsi au consortium d'accomplir différentes fonctions qu'une 

seule bactérie pourrait ne pas être en mesure d'effectuer (Akhtar et al., 2013; Gómez-Godínez 

et al., 2019).  

Ce travail démontre que l'amendement du sol avec une combinaison de boues de lavage des 

phosphates et d'un consortium PSB favorise la solubilisation et l'assimilation du phosphore 

résiduel par les plantes. Cette bioformulation présente un potentiel d'amélioration de la 

croissance et de la floraison des plants de tomates, ainsi que l'induction de leurs métabolismes 

phénoliques. L'enrichissement du sol avec une concentration de 5% de boues de lavage associée 
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au consortium 3 montre les meilleures performances en termes des différents paramètres 

étudiés.  

Des études supplémentaires sont nécessaires pour optimiser cette bioformulation et comprendre 

les mécanismes sous-jacents des effets positifs observés :  

 Analyse de la composition chimique : Une première étape pourrait consister à 

l'identification et la quantification des composants actifs, tels que les acides organiques, les 

enzymes ou les métabolites, pour identifier les métabolites spécifiques qui favorisent la 

croissance des plantes. 

 Étude des mécanismes de solubilisation : Pour comprendre comment cette bioformulation 

solubilise la boue phosphatée, des expériences en laboratoire pourraient être menées pour 

examiner les interactions entre les bactéries de la bioformulation et les phosphates présents 

dans la boue.  

 Évaluation de l'activité microbiologique : Pour évaluer l'activité de lutte biologique contre 

les agents pathogènes, des études de compétition entre les bacteries de la bioformulation et 

les pathogènes spécifiques pourraient être menées sous serre. 

 Des essais sur le terrain pourraient être réalisés pour évaluer l'efficacité de la bioformulation 

dans des conditions de culture au champ. Par exemple, des tests sur le terrain pourraient être 

effectués en cultivant des les plantes modèles avec et sans l'application de la bioformulation, 

en mesurant la croissance, le rendement et la résistance aux maladies.
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II. CONCLUSION GENERALE ET PERSPERCTIVES 

 

Les résultats de cette thèse fournissent des connaissances précieuses sur les communautés 

microbiennes présentes dans les boues de lavage de phosphate et leur rôle dans la solubilisation 

du phosphate et la promotion de la croissance et le developpement des plantes. 

L’analyse des échantillons de boues de lavage de phosphate et de sols prélevés de la rhizosphère 

des plantes d'olivier cultivées sur ces boues a révélé une diversité de genres et d'espèces 

bactériennes, avec une prédominance des genres Bacillus, Streptomyces et Pseudarthrobacter. 

Ces bactéries ont montré des capacités intéressantes, telles que la solubilisation du phosphate 

inorganique, la production de sidérophores et d'auxines, ainsi que des activités liées au contrôle 

des stress biotiques et abiotiques. De plus, elles ont montré une tolérance élevée aux conditions 

environnementales stressantes, telles que les températures elevées, la salinité et les variations 

de pH, ce qui suggère leur adaptation à l'environnement spécifique des boues de phosphate. 

Des différences importantes au niveau des acitivitées PGP ont également été observées entre 

les bactéries présentes dans les boues de phosphate et celles présentes dans la rhizosphère des 

oliviers, avec une meilleure capacité de solubilisation du phosphate inorganique chez les 

bactéries proviennent de la rhizosphère de l'olivier. 

Certaines souches bactériennes ont egalement montré des activités de lutte biologique contre 

les agents pathogènes tels que Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea et Verticillium dahliae, 

mettant en évidence leur potentiel en tant qu'agents de biocontrôle pour la protection des plantes 

contre les maladies d’origine fongique. 

Les souches bactériennes utilisées dans l'inoculation ont monté un effet positif sur la croissance 

et le developpement des plantes de haricot et de tomate. L'utilisation de consortiums bactériens 

a permis de bénéficier des interactions synergiques entre les différentes souches, conduisant à 

des effets bénéfiques plus prononcés par rapport aux inoculations simples et aux controles. 

Cette synergie s'est traduite par une augmentation significative de la hauteur, du poids sec de la 

partie aérienne et racinaire, ainsi que le nombre de feuilles.  

De plus, les consortiums bactériens ont montré une meilleure absorption des nutriments, en 

particulier le phosphore et le potassium par les plantes de la tomate inoculées. Cela est cohérent 

avec les capacités de solubilisation du phosphate observées chez les souches bactériennes 

sélectionnées. Cette amélioration de l'absorption des nutriments a également contribué à une 
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meilleure croissance des plantes, ce qui s'est traduit par une augmentation de la biomasse totale 

des plantes. 

L'enrichissement des sols avec les boues de lavage des phosphates améliore sa composition 

minérale, en particulier les teneurs en phosphores assimilable et totale et la teneur en potassium. 

 L’inoculation avec les différentes combinaisons de bactéries PSB dans les sols amendés par 

les boues phosphatées permet une mobilisation plus efficace et durable du phosphore à partir 

des boues, par rapport aux sols non inoculés. 

Ces résultats soulignent l'importance de la sélection appropriée des souches bactériennes et de 

leur compatibilité pour maximiser les effets bénéfiques de l’inoculum.  

Le consortium bactérien C3 (C1+C2) a conduit à une amélioration significative de la 

biodisponibilité du phosphore, de son absorption, ainsi que de celle du potassium, conduisant à 

de meilleurs rendements de croissance des plantes de la tomate dans un sol enrichi avec 5 % de 

boue phosphatée, à en juger par la croissance en longueur des plantes et le nombre de feuilles. 

Les paramètres qualitatifs, poids de la matière fraîche et sèche des parties aérienne et racinaire 

les plus élevés ont été enregistrés chez les plantes qui se développant également sur ce substrat. 

Ces découvertes ouvrent des perspectives prometteuses pour utiliser ces souches bactériennes 

comme des agents promouvant la croissance et le developpement des plantes et assurant la 

durabilité agricole. En améliorant la capacité du phosphocompost et rendre le phosphate 

contenu dans la boue de phosphate assimilable par les plantes, ces bactéries peuvent contribuer 

à réduire l'utilisation d'engrais et de pesticides chimiques, tout en stimulant la productivité 

agricole et en préservant la durabilité environnementale.  

Il serait donc, intéressant de tester les consortia élaborés au niveau du phospho-compost, pour 

vérifier l'efficacité de ces mélanges dans l'amélioration de la disponibilité du phosphore pour 

les plantes. Il est egalement essentiel de tester ces consortia dans des conditions de terrain pour 

évaluer leur performance réelle et leur impact sur la croissance des cultures. 

Il serait également pertinent d’étudier l'effet de ces bactéries sur d'autres cultures, telles que le 

maïs et l'olivier. Ces études devraient être menées au champ et dans différents environnements 

agricoles pour évaluer comment les bactéries affectent ces cultures dans des conditions 

variables.  
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Il serait aussi judicieux de tester sous serre l'effet des souches sélectionnées sur la protection 

des cultures contre des champignons phytopathogènes, tels que Fusarium oxysporum, Botrytis 

cinerea et Verticillium dahliae. 

Il serait aussi, intéressant de poursuivre les recherches pour explorer d’autres biotopes au niveau 

des sites de phosphate pour l’isolement d’autres bactéries performantes. 

Par ailleurs, il serait également judicieux d'explorer les interactions entre ces bactéries et 

d'autres microorganismes, tels que les champignons mycorhiziens et les bactéries fixatrices 

d'azote. Comprendre ces interactions est important pour développer des stratégies synergiques 

visant à améliorer les performances des inocula dans la promotion de la croissance des plantes 

et l'augmentation de la productivité agricole. 
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