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Résumé

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) représentent une partie
des bactéries qui sont la capacité de favoriser la croissance des plantes et d’améliorer la
performance et la tolérance des plantes aux stress environnementaux. Ce travail a été réalisé sur 14
isolats qui ont été isolés a partir des nodules racinaires d’Arachis hypogaea L., récoltés de trois
régions différentes de la wilaya de Ghardaia. Les isolats ont fait 1’objet d’une caractérisation
phénotypique a travers des essais morphologiques, biochimiques et physiologiques, suivie d’une
analyse numérique. Les résultats obtenus montrent que tous les isolats rhizobiens ont une

croissance rapide et capables de croitre dans des températures allant de 4°C a 45°C.

Les 14 isolats ont été sélectionnés et évalués pour leurs traits de la promotion de croissance
des plantes telles que la solubilisation des phosphates, la capacité a fixer I’azote atmosphérique, la
production des sidérophores, d’ammoniac et des enzymes. Les résultats montrent, en effet, que la
solubilisation des phosphates, la production des sidérophores et d’ammoniac ont ét¢ démontrées par
tous les isolats bactériens. De plus, parmi les isolats testés, trois (03) étaient capables de fixer
I’azote. Par ailleurs, une variabilité phénotypique a été notée pour 1’activité enzymatique de ces

isolats.

Mots clés: Arachide, PGPR, solubilisation, phosphate, sidérophores, Ghardaa.



Abstract

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) are a part of bacteria which are the ability
to promote plant growth and improve plant performance and tolerance to environmental stresses.
This work was carried out on 14 isolates which were isolated from root nodules of Arachis
hypogaea L., collected from three different regions of the wilaya of Ghardaia. Isolates were
subjected to phenotypic characterization through morphological, biochemical and physiological
assays, followed by numerical analysis. The results obtained show that all rhizobial isolates are fast
growing and capable of growing in temperatures ranging from 4 ° C to 45 ° C.

The 14 isolates were selected and evaluated for their plant growth promoting traits such as
phosphate solubilization, the ability to fix atmospheric nitrogen, production of siderophores,
ammonia, and enzymes. The results show, in fact, that the solubilization of phosphates, the
production of siderophores and ammonia were demonstrated by all the bacterial isolates. More
over, of the isolates tested, three (03) were able to fix nitrogen. In addition, phenotypic variability

was noted for the enzymatic activity of these isolates.

Key words: Peanut, PGPR, solubilization, phosphate, siderophores, Ghardara.
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Introduction

La production agricole mondiale a connu une augmentation importante sur les plans
quantitatifs, qualitatifs et diversification des produits, afin de subvenir les besoins
alimentaires d'une population humaine sans cesse croissante (FAO, 2010). L'intensification
des systemes de production par la mecanisation, l'utilisation des intrants chimiques sous
forme de fertilisants et pesticides sont souvent considérés comme une solution optimale en
maticre d’amélioration de la qualité des sols et de celle des produits agricoles (Elmholt,
1991). Néanmoins, les effets négatifs de ces produits dans I'agriculture engendrent des
problemes majeurs tels que la détérioration des sols, la pollution de I'environnement,
I'interruption du cycle naturel des nutriments écologiques et la destruction de communautés
biologiques (Sivasakthi et al., 2013).

Cela a motivé la communauté scientifique a chercher d'autres alternatives pouvant
remplacer d’engrais chimiques parmi lesquelles une approche basée sur [’utilisation de
microorganismes dans le sol afin d'assurer la durabilité de I'agriculture en augmentant sa
rentabilité et en sauvegardant les ressources naturelles aux futures générations. En effet, la
reconnaissance de l’importance de la symbiose rhizobia — légumineuse a joué un role
important dans la protection de 1’environnement et 1’amélioration de la fertilité¢ des sols et

dans la réhabilitation des sols appauvris (Dekak, 2010; Kirdi, 2011).

la symbiose rhizobia— légumineuse est un phénoméne complexe se traduit par la
formation d'organes spécifiques, appelés nodules ou nodosités, ou les bactéries sous leur
forme différenciées, fixent et réduisent I'azote moléculaire en ammoniac (Perry et al., 2004).

La symbiose qui nous intéresse est I’association Arachide-Rhizobia.
1. Symbiose Arachide-Rhizobia

1.1. L’ Arachide

L'arachide (Arachis hypogea L.), appartenant & la famille des légumineuses, sous
famille des Papilionacées (Fabaceée), tribu des Arachidinées (Krapovickas et Gregory, 1994).
Ce dernier repartie en sept sections la plus importante est Arachis (Smartt et al., 1978). La
section Arachis comprend deux espéces (Arachis monticola et Arachis hypogaea). Elle peut
utiliser I’azote atmosphérique grace a la symbiose avec des bactéries de la famille des
rhizobiaceae pouvant fournir jusqu’a 30 % de 1’azote nécessaire a la plante (Wani et al .,
1995).
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Introduction

L’arachide est une culture majeure dans la plupart des régions tropicales et
subtropicales notamment dans les régions arides et semi-arides de 1I’Afrique. Son succés
réside dans le fait que c’est une oléo-protéagineuse aux nombreuses utilisations alimentaires
et fourragéres (graine, huile, tourteaux, fanes et coques) (Wani et al., 1995). En Algérie, la
culture d‘arachide, malgré son importance économique, n’est pas pratiquée a grande échelle
ce qui a imposé sa grande importation. La culture d'arachide n'a pas connu d'évolution
significative depuis 1998 a 2005 tants sur le plan des superficies cultivées que des
productions. Les wilayas productrices sont en nombre de cinq : El Tarf, Adrar, Ghardaia, El
Oued et Skikda (Laouid et al., 2006).

1.2. Les rhizobactéries

Les rhizobactéries sont des hétérotrophes typiques, elles nécessitent donc des
composés organiques comme source d'énergie qui sont caractérisees par leur compétitivité et
leur grande capacité d’envabhir le réseau racinaire riche en éléments nutritifs durant le cycle de
développement de la plante (Campbell et Greaves, 1990; Kloepper, 1993; Cherif, 2014). On
peut diviser les rhizobactéries selon leur relation avec la plante hote en deux groupes
essentiels: les rhizobactéries symbiotiques; qui peuvent envahir 1’intérieur des cellules
végétales tels que: les Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
Mesorhizobium ; les rhizobactéries non symbiotiques; qui restent a I’extérieur des cellules

végétales comme: les Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter...etc (Vessey, 2003; Khan, 2005).

1.2.1. Taxonomie

La capacité de certains Rhizobia d'infecter et de former de nodosités avec un groupe
particulier d'espéces de légumineuses est importante dans la classification des Rhizobia. Les
premiéres classifications des Rhizobia étaient basées sur des tests d'inoculations croisées entre
les Rhizobia et leurs plantes hotes (Fred et al., 1933). Ensuite, la validité de la classification a
été orientée vers la taxonomie polyphasique moderne qui a conduit a la description claire et

vaste de nombreux microorganismes (Willems et Collins, 1993).
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Introduction

L'arachide forme principalement des nodules racinaires efficaces avec les rhizobia a
croissance lente et rapide de Genres Bradyrhizobium et Rhizobium respectivement (Taurian et
al., 2002). Parmi les souches de Bradyrhizobium identifiées nodulant 1’arachides :
Bradyrhizobium arachidis, Bradyrhizobium subterraneum, Bradyrhizobium guangxiense,
Bradyrhizobium guangdongense, Bradyrhizobium vignae et Bradyrhizobium yuanmingense
(Wang et al., 2013; Gronemeyer et al., 2015; Li et al., 2015; Gronemeyer et al., 2016; Osei et
al., 2018). En outre, les Rhizobia a croissance rapide étaient étroitement apparentés aux types
Rhizobium gardinii, Rhizobium tropici et Rhizobium etli (Taurian et al., 2006). Les

principales espéces nodulant d’arachide sont mentionnées dans la figure 1:

Bradyrhizobium vignae 7-2T (KP899563)
4 Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU10071T{AF193818)
Bradyrhizobium subterraneum 56 2-1T (KP308152)
Bradyrhizobium arachidis CCBAU0S1107{NR117791)

1001l Bragyrhizobium guangdongense CCBAU 51773(KC508859)
1o0| | Bradyrhizobium japonicum USDA(110)(Z35330)

8! Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 53344(KC508875)

Bradyrhizobium elkanii USDA 76(U35000)
Rhizobium sp. SC15

o

o

100

%

Rhizabium radiobacter

Sinorhizabium melilati strain SEMIA 116
Rhizabium giardinii H152 (UB6344)
Rhizabium etli CFN 42(U23916)

100 Rhizobium tropici CIAT 899 (U35469)

52l Rhizobium lequminosarum 2671(U29336)
Bradyrhizobium sp. SEMIA (FJ331115)
Bradyrhizobium sp. TAL 1000(JF966782)
Sinorhizobium fredii strain USDA 191
* Mesorhizobium erdmanii USDA 3471

70

100

Figure 1. Arbre phylogénétique congu selon la méthode d’Neighbor-Joining sous MEGAS5
(Originale).
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Introduction

Lorsque les Rhizobactéries contribuent a la croissance des plantes, elles sont appelées:
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 2004). Les PGPR, sont
essentiels pour le maintien et la durabilité des communautés végétales et animales en
permettant la transformation des nutriments et en effectuant de nombreux processus
biologiques importants (Hinsinger et Marschner 2006; Barriuso et al., 2008; Ambrosini et
al., 2012) .

2. Effets de PGPR

Les PGPR peuvent influencer la croissance des plantes de facon directe ou indirecte.
Les mécanismes impliqués directement sont la sécrétion d'hormones (auxines, gibbérellines,
cytokinines, etc.) ou en facilitant I'absorption de nutriments (fixation d'azote, solubilisation de
phosphate et/ou de potassium et synthése de sidérophores). Indirectement, les PGPR vont
aider la croissance des plantes via la sécrétion d'antibiotiques ou d'enzymes limitant les
phytopathogénes (Glick et al., 2007).

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des
plantes. (Kim et Rees, 1994). La partie majeure de cet élément se trouve sous forme gazeuse
(N>), inaccessible aux animaux et aux plantes (Pujic et Normand, 2009). Par ailleurs, il existe
des bactéries fixatrices d’azote dans la rhizosphére. Ces dernié¢res peuvent vivre librement
(Azotobacter, Bacillus, Acétobacter, Clostridium, Klebsiella, Corynebacterium, Arthrobacter,
diazotrophicus et Pseudomonas) (Vessey, 2003); en revanche, d'autres sont en relation
symbiotiques et elles fixent I'azote seulement en association avec certaines plantes. Il s'agit
des Rhizobia (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium,

Allorhizobium) qui s'associent aux Iégumineuses (Tilak et al., 2005 ; Gray et Smith, 2005).

Outre que ’azote, le phosphore est un élément nutritif indispensable et irremplagable
pour les besoins vitaux des plantes (Rfaki et al,. 2014). Les plantes sont incapables d'utiliser
le phosphate car 95 a 99% de phosphate est présent sous forme triacide phosphorique(HsPO,)
insoluble, immobilisée et précipitée. Elles absorbent le phosphate uniquement sous deux
formes solubles: les ions monobasiques (H2PO4) et dibasique (HPO4*) (Govind et al., 2015).
Les bactéries solubilisant le phosphate, PSB (Phosphate Solubilizing Bacteria) sont fréquentes
dans la rhizosphére et peuvent étre utilisées pour résoudre ce probléeme (Vessey, 2003).

Azotobacter chroococcum, Bacillus spp. Bradyrhizobium spp. Enterobacter agglomerans,
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Introduction

Pseudomonas putida et Rhizobium spp. sont des exemples de bactéries rhizosphériques
solubilisant le phosphate inorganique en produisant de 1’acide gluconique et 1’acide 2-
cétogluconique (Khan et al., 2009). Elles sont aussi capables de minéraliser le phosphate
organique par 1’excrétion des enzymes extracellulaires comme les phosphatases (Kim et al.,
1997, Weyens et al. 2010) .

Le potassium (K) c’est le troisiéme nutriment majeur important pour les plantes. Les
concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement trés faibles et plus de 90%
de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate
(Parmar et Sindhu, 2013). Sans potassium adéquat, les plantes ont des racines mal
développées, poussent lentement, produisent de petites graines et ont des rendements plus
faibles (Kumar et Dubey, 2012). Les bactéries solubilisant de potassium peut dissoudre les
minéraux silicatés et le potassium grace a la production d'acides organiques et inorganiques, a

I'acidolyse, & la chélation et & des reactions d'échange (Etesami et al., 2017).

La compétition trophique s’exerce essentiellement pour les exsudats racinaires et pour
le fer. En effet, le fer est un élément capital aussi bien pour les bactéries que les champignons
et les plantes. Il est abondant dans le sol et se présente sous forme d'oxydes de fer (Fe3+)
insoluble (Compant et al., 2005) mais il demeure souvent un facteur limitant pour la
croissance des bactéries et des plantes. Pour assurer la croissance microbienne, les
microorganismes du sol sécrétent les sidérophores. Ces derniers fixent le fer ferrique et le
transforment en sa forme soluble qui est le fer ferreux (Fe2+). Les sidérophores sont utilisés
dans la lutte biologique contre les champignons phytopathogénes (Glick et Pasternak, 1998).
Beaucoup des bactéries productrices de sidérophores appartiennent aux genres
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces ont été rapportées
(Kuffner et al., 2008).

Les PGPR aussi produisent des phytohormones telles que les auxines, les cytokinines,
les gibbérellines et I'éthylene peuvent affecter la prolifération cellulaire dans l'architecture
racinaire (Arora, 2013). L’acide indole-3-acétique est une auxine considérée comme la
phytohormone la plus répandue, la plus produite par les PGPR. Il joue un role trés important
dans 1’¢longation des racines et dans la prolifération des poils absorbants (Spaepen et al.,
2007). Les PGPR libérent ces auxines dans la rhizosphere comme des métabolites secondaires

(Khan et al., 2009). Ces bactéries synthétisent et sécrétent 1’AIA qui sera absorbé par la
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graine ou la racine a partir du tryptophane et d'autres petites molécules présentes dans les
semences ou les exsudats racinaires (Whipps, 1990; Fallik et al., 1994).

En plus de ces effets, les PGPR ayant une activité enzymatique comme les
phosphatases, uréases, cellulases, chitinases... etc. Ces enzymes jouent un role clé dans le
processus global de la décomposition de la matiere organique dans les écosystémes en

protégeant ainsi les plantes des stresses biotiques et abiotiques (Nadeem et al., 2013).

L’objectif de notre étude est I’identification des bactéries associées aux nodules des
racines des arachides des régions de Djdid, Sebseb et Mansoura (Ghardaia). Pour ce fait, nous
avons entrepris, dans ce présent travail, une caractérisation phénotypique : aspects
morphologiques, tests biochimiques et physiologiques. En outre, les propriétés PGPR
retenues dans le cadre de cette étude, concernent le potentiel de solubilisation de phosphate, la
fixation d'azote, la production de sidérophores, la production d’ammoniac et la synthése des

enzymes d’intérét agricole (cellulase, chitinase et uréase).
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Matériel et méthodes

1. Isolement et purification des isolats

1.1. Isolement des isolats

Cette étude porte sur un stock d’isolats conservés (14 isolats), préalablement isolés a
partir des nodules d’arachide collectés a partir de différentes régions du Ghardaia : la région
de Sebseb et Djdid (Figure 2) et la région de Mansoura (Figure 3). Une régénération a été
effectuée sur un milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) (Annexel.1).

Figure 2. Localisation des points du prélevement des isolats de la région de Sebseb et Djdid
(Originale)

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Figure 3. Localisation des points du prélévement des isolats de la région de Mansoura
(Originale).
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1.2. Purification des isolats

L’opération a été réalisée dans des conditions d’asepsie totale. A 1’aide d’une anse en
platine flambée au bec Bunsen, les colonies des Rhizobia sont repiquées sur des boites de
Pétri contenant le milieu YMA. Ces colonies sont repiquées plusieurs fois sur ce milieu

jusqu’a I’obtention de cultures pures et faciles a caractériser (Boudanga, 2011) (Figure 4).

Figure 4. L’isolat M3 aprés 1 repiquage (Originale).

1.3. Conservation des isolats

Pour une conservation jusqu’a un an, les isolats sont conservés dans le glycérol a 50%

(v/v) selon la méthode suivante :

Préparer le milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) (Annexe 1.2) pour la conservation
(composition de "'YMA sans ajout d’agar) puis répartir le milieu dans des tubes a Eppendorf
stériles a raison de 0.6 ml/tube et inoculer les tubes par des colonies pures. Apres 48 h
d’incubation; ajouter 0.6 ml de glycérol a chaque tube inoculé, homogénéiser en évitant la

formation des bulles d’air. En fin conserver sous une température de 4°C.
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2. Caracterisation morphologique

2.1. L’observation macroscopique

La morphologie des colonies est déterminée sur milieu YMA, aprés 07 jours
d’incubation a 28°C. Ce test vise a étudier les caractéres suivants : la taille, la forme, 1’aspect,

I’¢lévation, I’opacité et la couleur.
3. Caractérisation biochimique et physiologique

3.1. Identification par galerie API 20NE

Afin d’obtenir une orientation vers les genres et les especes des isolats, une
identification biochimique par galerie API 20"F 4 été effectuée. La galerie API 20"F est un

systéme standardisé pour I’identification des bacilles a Gram négatif non entérobactéries et

non fastidieux combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation, et une base de
données. La galerie API 20"E (Figure 5) comporte 20 micro-tube contenant des substrats

déshydratés.

Figure 5. Une galerie API 20 NE (Guenoune, 2017).

Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline (NaCl a
1%) qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs. Les tests
d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent seulement si

elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant. Le test d’oxydase constitue le 21°
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test d’identification a noter sur la fiche de résultats (Figure 6) et effectuer hors galerie
(Delarras, 2014).

La lecture des résultats se fait a I’aide du tableau de lecture (Annexe 3.4) et

I’identification est réalisée a 1'aide d’un catalogue analytique et d'un logiciel d'identification

@
= >
C€ §[rer: i s
Origine / Source / Herkunft /
®
gﬂpi 20 NE On‘gen/Origen_\/ Jipoehsuon/ " BIOME|RIEUX
Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :
=) DO OO
481, g
o s
I
NO; TRP GLU | ADH URE ESC | GEL PNG [GLUJ | IARA] IMNEI (MAN] | INAG] IMAL IGNT) | LCAP) LADIJ MLTJ | LCIT) =
24h e T ) ) oy H
o e o N/ o P .
481 I_O | e | S | N | S | AR | e £
\\~.——‘, \\~~_—’; \‘._-‘, \‘.--’, \‘~.-", N E
Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / Tautomwoinon :
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMAeg eEeTAOEIG / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :

Figure 6. Fiche de lecture des résultats API 20 N (Benyoub, 2011).

3.2. Test d’oxydase

La recherche de la phénylene diamine oxydase est un des critéres les plus employés

pour I’identification des bactéries surtout celles des bacilles a Gram négatif.

Déposer quelques gouttes du réactif d’oxydase (Annexe 2.1) sur un papier filtre blanc

puis prélever 2 ou 3 colonies avec une pipette Pasteur flambée et les mélanger a la goutte.

e Une coloration violette signe une oxydase positive.

e Pas de coloration ou décoloration signe une oxydase négative.
3.3. Température de croissance

Dans le but de déterminer la température maximale de croissance, les souches sont
mise en culture sur le milieu YMA et incubées a différentes températures : 4°C, 20°C, 28°C,
37°C, 45°C et 50°C. Les lectures sont effectuées aprés 24 et 72h d’incubation. Pour la

tempeérature 4°C, la lecture aller jusqu’a 10 jours.
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3.4. Vitesse de croissance

Les isolats sont cultivés sur le milieu YMA + Bleu de BromoThymol (BTB) (Annexe
1.3) qui est un indicateur coloré de pH. Les boites mises en incubation pendant 05 jours. Les
réactions ont été identifiées par le changement de la coloration de milieu. Les bactéries a
croissance rapide montrent une réaction acide dans ce milieu qui fait virer sa couleur vers le
jaune (genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium,...), alors que les bactéries a
croissance lente effectuent une réaction alcaline qui change la couleur de milieu vers le bleu

foncée (genre Bradyrhizobium) (Jordan, 1984; Somasegaran et Hoben, 1994).
4. Etude des propriétés PGPR des isolats

4.1. Solubilisation du phosphate sur un milieu solide

La capacité des isolats a solubiliser le phosphore inorganique a été testée selon la
méthode décrite par Pikovskaya (PVK) (1948). Les isolats sont ensemencés par spot sur le
milieu PVK solide contenant le Caz(PO4), comme la seule source de phosphore (Annexe 1.4).
Apres 4 a 8jours d’incubation a 28°C, la solubilisation du P complexé est mise en évidence
par I’apparition d’un halo clair autour de la colonie. La capacité solubilisatrice des isolats a
été estimée par mesure du diametre total (le diamétre du halo+le diametre de la colonie) pour

chaque colonie.

L’indice de solubilisation a été calculé par la formule suivante :

IS phosphate : Diameétre de la zone halo (mm) - Diamétre de la colonie (mm) x 100

Le diamétre de la colonie (mm)

4.2. Production des sidérophores sur un milieu CAS solide

Le principe de cette technique repose sur la présence du complexe fer —CAS-hexa
décyl tri méthyl ammonium (complexe Fer/CAS/HDTMA) dans le milieu, ce complexe de
couleur bleu peut se dissocier en présence des chélateurs de fer, qui captent le fer et libére
ainsi le Chrome Azurol S qui a une couleur orange (Schwyn et Neilands, 1987).
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4.2.1. Production des sidérophores sur les deux milieux solides King B et LB

La production de sidérophores a été réalisée sur les deux milieux solides : King B et
LB. Les cultures sont déposées en spot sur le milieu de détection Chrome Azurol Sulfate
(CAS) selon la méthode de Schwyn et Neilands (1987) et Louden et al. (2011) modifiée et
adaptée (Annexes 1.5.1 et 1.5.2). La visualisation de la production de sidérophores a été
détectée par la formation d'un halo orange autour de la colonie productrice (figure 7). Le
calcul du rapport (diamétre du halo/ le diametre de la colonie bactérienne) permet de

comparer les différences de production entre les souches bactériennes.

II,_...:-;:‘H * ‘ incubation: 30°
! C/ 24 & 48,

":.: :_" » iy
it —

culfure jeane de |3 déposé sur le miliew
bactérie & tester i base de CAS

Résultat + : balo orange
autour de la colonie

Resultat - : ancun virage du
coulénr autour de la colonie

Figure 7. Test de production de sidérophores (Originale).

4.3. Fixation d’azote

La détection visuelle de la fixation d’azote chez les isolats bactériennes a été réalisée
en utilisant le milieu exempt d’azote NF-MM (Nitrogen-Free Malate-mannitol Medium)
contenant BTB comme indicateur (Herman et al., 1994) (Annexe 1.8). Le milieu solide a été
ensemencé par touches a partir les isolats bactériennes et incubé a 28 +2 °C pendant 24 h. Le
virage de la couleur verte du milieu de culture vers la couleur bleue indique une fixation
d’azote positif. La zone colorée a été calculée en sous trayant le diametre des colonies a partir

du diametre de la zone bleue (Dobereiner et Day, 1976).
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4.4. Production d’ammoniac NHj;

Ce test qualitatif est realisé selon la méthode de Capuccino et Sherman (1992). I
consiste a inoculer 100 ul de la suspension bactérienne dans 10 ml d’eau peptonée (Annexe
1.9). Apres incubation a 30°C /96 h, 0.5ml du réactif de Nessler sont ajoutés dans chaque
tube d’eau peptonée. Le développement d’une couleur jaune ou orange indique la production

de NHs (Figure 8).

2
-~ ‘?
s
Incubation : 30°C/96h
-~
>~
Inoculum jeun (100 uL). Eau peptonée.
S00 ulL du réactif de Nessler
- sont ajoutés au tube.
Résultat + - couleur jaune
-—
ou orange dans la mixture k— \
Résultat - : pas de virage de /
-—
couleur dans la mixture —{

Figure 8. Test de production de I’ammoniac (Rai, 2017).

4.5. Activités enzymatiques des isolats étudiés

Dans le but de déterminer I"utilité des isolats dans la fertilisation des sols et la lutte

contre les champignons phyto-pathogénes, plusieurs enzymes sont recherchées.

4.5.1. Activité cellulolytique

L activité cellulasique est recherchée sur un milieu de Carder (1986) (Annexe 1.10).
Les boites ensemencées sont incubées a 30°C pendant 07 jours. A la fin de 1’incubation, une
solution aqueuse de rouge de Congo (1%) est ajoutée a la surface des colonies (Elersy et al.,
2010). Apres 20 min, la surface est inondée par une solution de NaCl a 1M puis conservée
une nuit & 5°C (Jaradat et al., 2008). L’activité cellulasique se manifeste par 1’apparition d’un
halo clair autour des colonies.
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4.5.2. Hydrolyse de 1’urée

Pour mettre en évidence la présence de 1’uréase, les isolats sont cultivés sur le milieu
YMA contenant 2% (p/v) d’urée et 0.012 g de rouge de phénol comme indicateur de pH. Le
milieu solide sans 1’urée est mis dans I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes puis refroidi
jusqu'a environ 45°C. La solution d’urée est stérilisée par filtration (0.22 pum) et ajoutée au
milieu en phase liquide sous la hotte a flux laminaire (Figure 9) puis incubation a 28°C
pendant 48 heures.

Les résultats sont évalués par un changement de la coloration du milieu. Une
coloration rouge ou rose fuchsia indique 1’hydrolyse de 1’urée et donc I’alcalinisation du

milieu alors qu’une coloration jaunatre indique une réaction négative (Somasegaran et Hoben,

1994).

Figure 9. Hotte a flux laminaire (Originale).
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4.5.3. Activité chitinasique

Pour mettre en évidence la présence de chitinase. les isolats sont cultivés sur le milieu
Chitine (Annexel.11) et incubées a 30 + 2°C jusqu'a 07 jours (Sridevi et al., 2008). L’activité

chitinasique se manifeste par 1’apparition d’un halo transparent autour des colonies.
5. Analyse statistique

Les données recueillies ont fait 1’objet d’'une ANOVA a un seul facteur et d’une
comparaison multiple des moyennes, en utilisant la méthode Tukey HSD (Tukey Honest
significant difference). Un test de Student pour a été examiné pour deux échantillons
indépendants au seuil de signification 0,05. Par ailleurs des analyses multi-variées, en
I’occurrence: la fonction heatmap2 a été aussi réalisée a 1’aide de logiciel R.3.5.2. Une
analyse de similarité selon la méthode de Bray-Curtis (ANOSIM), en utilisant I'algorithme

UPGMA a été établie sur le programme Past 3.
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Résultats et Discussion

Résultats

1. Caractérisation phénotypique

Les 14 isolats ont subi quelques tests phénotypiques, basés sur les caractéres
morphologiques, physiologiques et biochimiques, afin d’approcher au maximum le sommet

de la hiérarchie taxonomique.
1.1. Caractérisation morphologique
1.1.1. Analyse macroscopique

Au bout de 24 a 48 heures, une croissance trés importante est détectable sur le milieu
YMA. Les colonies sont toutes de couleur blanchatre et d’un aspect lisse brillant. Cependant,
nous avons noté une variation dans la taille, la forme, 1’opacité, la consistance et le relief des

colonies (Figure 10).

Figure 10. Aspect macroscopique de quelques colonies aprés 02 jours
de culture sur YMA a 28°C (Originale).
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Par ailleurs, lI'observation microscopique des mémes isolats, inspirée du travail de
Djani et Mehaya (2019), a montré que la majorité des isolats testés sont des Bacilles mobiles,
a Gram négatif, a ’exception de M6 qu’est un Bacille de Gram positif et M7 qui est défini

comme Cocci a Gram positif.
1.1.2. Analyse numérique des criteres morphologiques

La caractérisation morphologique des isolats bactériens isolés des racines d’arachide a
été basée sur 10 caractéres. Les caractéres les plus discriminants de cette analyse ont été
groupés et représentés dans le tableau (Annexe 3.1). La classification ascendante hiérarchique
établis par le calcul d'indice de similarité selon la méthode de Bray-Curtis, en utilisant
I'algorithme UPGMA. L'indice de similarité entre tous les isolats représente dans le tableau

(Annexe 3.8), nous a permis de distinguer les groupes suivants :

e Le groupe A, est divisé en deux sous-groupes Alet A2. Le sous-groupe Al est divisé
en deux Ala et Alb. Le Ala est constitué en quatre isolats (D2, D3, D4 et D5) provenant de
la région Djdid avec quatre isolats (M1, M3, M4 et M6), isolés essentiellement de la région
Mansoura et I’isolat S3 de la région Sebseb. Ces isolats partagent des caractéres
morphologiques communs. En effet, ils se distinguent par une taille moyenne, une forme
réguliére, bombée, translucide avec une consistance crémeuse. Le Alb est composé de
I’isolat D8 de la région Djdid, il est caractérisé par une taille envahissante, une forme
réguliere, bombée, translucide avec une consistance crémeuse. Le sous-groupe A2 est
constitué¢ de I’isolat D6 de la région Djdid, il se distingue par une petite taille, une forme

réguliére, bombée, translucide avec une consistance crémeuse.

e Le groupe B, est divisé en deux sous-groupes B1 et B2. Bien que le sous-groupe B1
renferme les isolats M2 et S1, ils se distinguent par une petite taille, une forme plate,
transparente et seche, le groupe B2 maintient 1’isolat M7 dont la forme est en Cocci et de

Gram positif.
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Figure 11. Dendrogramme de Classification Ascendante Hiérarchiques (CAH)
des isolats en fonction des caracteres morphologiques.

1.2. Caractérisation physiologique et biochimique
1.2.1. Analyse physiologique
1.2.1.1. Test de la vitesse de croissance sur milieu BTB

Le BTB est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence une réaction acide
ou basique. Une réaction acide se traduit par le changement de la coloration du vert vers le
jaune. Par contre, une réaction alcaline se traduit par I'apparition de la coloration bleue. En
effet, les souches a croissance rapide sont considérées généralement comme des bactéries
acidifiantes (virage de la couleur du BTB vers le jaune), contrairement aux souches a
croissance lente qui sont considérées comme des bactéries alcalinisantes qui donnent un

virage de couleur au bleu.

Pratiqguement tout les isolats modifient le pH sur milieu YMA+BTB aprés 24 a 48h
d’incubation, et provoquent une réaction acide sur ce milieu avec un virage de la couleur du
milieu vers le jaune (Figure 12). Ce qui indique que ces isolats présentent une croissance

rapide.
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Figure 12. Croissance et réaction d’acidification des isolats sur YMA+BTB
(Originale).

1.2.1.2. Température de croissance

Les résultats de I’¢tude de la température sont présentés dans le tableau (Annexe 3.2).
Tous les isolats sont capables de croitre a des températures de 4°C jusqu’a 45°C et montrent
une croissance optimale dans 1’intervalle de 20 a 37°C. En outre, les isolats M2, M3, M7, S1,

S3 sont capables de pousser a 50°C (Figure 13).

Figure 13. Croissance des isolats sur différentes températures (Originale).

Page 21



Résultats et Discussion

1.2.2. Analyse biochimique

1.2.2.1. Test d’oxydase

L’oxydase est I'un des criteres le plus discriminatif et le plus employé pour
I’identification des bactéries, surtout celles a Gram négatif. Une réaction oxydase positive se
matérialise par 1’apparition d’une coloration violette a I’endroit ou la colonie a été déposée

(Figure 14). On estime que tout les isolats révélés oxydase positif.

Figure 14. Réaction de I’oxydase positive (Originale).

1.2.2.2. Identification biochimique par API 20"E

Le test d'’API 20"F est réalisé dans le but de mettre en évidence la source carbonée
préférée par les différents isolats étudiés, qui constitue une base solide de I’identification
biochimique. Les caractéres de cette analyse ont été groupés et représentés dans le tableau

(Annexe 3.3). Le résultat représente dans la figure 15.

Figure 15. Résultats sur galerie AP1 20" de P’isolat S3 (Originale).
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1.2.2.3. Regroupement des isolats en fonction des puits de tests biochimiques API 20"E

Les résultats d'API 20" illustrés dans la matrice heatmap, nous ont permis de

distinguer deux principaux groupes d’isolats rhizobiens (Figure 16) :

e Le groupe A, lui-méme se divise en deux sous-groupes Al et A2. Le sous-groupe
Al est composé d’isolats D2, M6 et S1 qui ont montré une réaction positive pour les tests du
glucose (GLU), B-glucosidase (ESC), et réduction de nitrites (NO3) pour I’isolat D2. Le sous-
groupe A2 lui-méme se divise en deux A2a et A2b: le A2a et représenté par I’isolat M4. Les
observations montrent que I’isolat réagit positivement avec glucose (GLU), protéase (GEL),
uréase (URE) et B-glucosidase (ESC) ; le A2b contient les isolats M1 et M7 qui ont réagi
positivement avec (GLU), (GEL), (NO3), (PNPG), (URE) et (ESC). Néanmoins une
variabilité est constatée entre les isolats pour le test de ’arginine dihydrolase (ADH).

e Le groupe B est constitué par la plupart des isolats, il est divisé en deux sous-
groupes : le sous-groupe B1 contient les isolats D4, M2 et D6 qui ont montré une réaction
positive pour les tests (NO3) et (ESC), avec une variabilité pour le (GEL) ; le sous-groupe
B2 est sous groupé en deux: B2a et B2b. Le B2a comprend [I’isolat S3 qui a réagi
positivement avec (ADH), (GEL), (NO3), (PNPG), (URE) et (ESC). Le B2b comprend les
isolats M3, D3, D5 et D8. Les observations montrent que les isolats réagissent positivement
avec les tests (NO3), (PNPG), (URE) et (ESC). Néanmoins une variabilité est constatée entre
les isolats pour le test de (GEL).
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Figure 16. Heatmap de regroupement des isolats en fonction des puits de tests API 20NE,
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2. Résultats d’étude de la propriété PGPR des isolats

L’objectif de cette partie est de mettre en évidence la capacité des différents isolats a
produire de substances reconnues comme des agents impliqués dans la promotion de la
croissance des plantes. Différents tests PGP (Plant Growth Promoting) ont été effectués a
savoir: le pouvoir de fixation de I’azote atmosphérique, la solubilisation du phosphate, la

production des sidérophores, la production d’ammoniac et des activités enzymatiques.
2.1. Solubilisation du phosphate

La capacité des isolats a solubiliser le phosphate inorganique a été réalisée avec un test
qualitatif sur milieu PVK solide contenant le phosphate tricalcique Cas(PO,4), comme seule

source de phosphore, en calculant 1’efficacité de cette solubilisation par mesure de différents

diametres des halos transparents autour des colonies.

Les résultats de 1’analyse de la variance a un facteur (One-way ANOVA) révele une
différence hautement significative (p <0.0001) entre les isolats quant a leur indice de
solubilisation (Annexe 3.5). Les 14 isolats testés sont capables de produire un halo de
solubilisation autour de la colonie (Figure 17.18). L’isolat le plus performant est S1 et la

production la plus faible est observée chez I’isolat D6.
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Figure 17. Indice de solubilisation de phosphate.
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Figure 18. Halo solubilisation autours des colonies sur milieu PVK (Originale).
2.2. Production de sidérophores

La capacité des isolats bactériens a produire les sidérophores a été testée sur le
milieu(CAS). L’estimation qualitative sur milieu au CAS solide se traduit par 1’existence d’un

halo orange formé autour de la colonie signifiant la production de sidérophores (Figure 19).

D’aprés le test de Student, nous a permis de comparer entre les moyennes de
production de sidérophores sur les milieux LB et King B (Figure 20), en se basant sur les

calculs du rapport : Diametre du halo

Diametre de colonie

Nous constatons une différence n’est pas significative au niveau des moyennes de
production de sidérophores entre le milieu King B (1.421214) et milieu LB (1.491571), a été
également, détectée (p > 0.05) (Annexe 3.6).

Pour le milieu King B, les isolats les plus performants sont S1, M7 et la production la
plus faible est observée chez I’isolat D2. Pour le milieu LB, ’isolat le plus performant est S1,

et la production la plus faible a été notée chez 1’isolat M3.
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Figure 19. Halo orange autour des colonies, critére caractéristique de la production de

sidérophores (Originale).

Sidérophores
20

15

B-CAS LB-CAS

CAS

Figure 20. Variation de la production de sidérophores en fonction des milieux LB et King B.
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2.3. Fixation d’azote

La capacité de la fixation d’azote atmosphérique est testée sur milieu NF-MM solide
contenant le BTB comme indicateur coloré pour montrer la présence de I’ammonium libéré
dans le milieu de culture. Les résultats obtenus ont montré que parmi les 14 isolats testés,
seulement D3, D4 et M3, ayant la capacité de fixer I’azote en changeant la couleur verte du

milieu en bleue (Figure 21). L’isolat le plus performant est D4.

(A)

Figure 21. A- Fixation d’azote positif, B- Fixation d’azote négatif (Originale).

2.4. Production d’ammoniac

Les isolats ont été testés pour la production de I’ammoniac par la méthode décrite par
Cappuccino et Sherman (1992). Aprées 4 jours d’incubation a 30°C et 1’ajout du réactif de
Nessler, tous les isolats se sont révélés producteurs de I’ammoniac par le développement de la
couleur jaunatre ou orange, ce qui confirme la production de NH3 par les 100 % de ces isolats
(Figure 22).
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Figure 22. Production d’ NH3 (Originale).

2.6. Activités enzymatiques des isolats étudiés
2.6.1. Activité cellulolytique

L’hydrolyse de cellulose se manifeste par un halo clair autour les colonies apres

coloration au rouge Congo.

Pour les isolats : D3, D4, D5, M1, M2, M6, M7; nous observons un halo clair autour
les colonies, donc ces isolats ont la capacité de dégrader la cellulose. Par contre, pour les
isolats : D2, D6, D8, M3, M4, S1, S3; nous remarquons 1’absence de halo clair donc I’activité
cellulolytique est négative (Figure 23).
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(A) (B)
Figure 23. A-Test de cellulase positif, B- Test de cellulase négatif (Originale).

2.6.2. Activité chitinasique

La chitine est le second polysaccharide le plus représenté dans la nature apres la

cellulose. D’apres le test, une activité enzymatique a été approuvée chez les isolats.

Les résultats font la sélection de chitinase (+) chez tous les isolats donc ils ont pu

dégrader la chitine. L’activité se traduit par la présence d’un halo clair autour les colonies.

Figure 24. Activite chitinasique des isolats (Originale).
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2.6.3. Hydrolyse de I’urée

La mise en évidence de la capacité des isolats a hydrolyser I'urée a été testée sur

milieu YMA additionné d’urée et rouge de phénol comme indicateur de pH.

Les isolats: D3, D5, D8, M1, M3, M4, M7, S3 alcalinisent fortement le milieu par un
virage de sa couleur vers le rose fuchsia ce qui indique la dégradation de 1’urée et la libération

des ions d’ammonium (uréase +) comme s'est montré dans I'équation (Guiraud, 1998) :

(6{0) (NH2)2 + H,0 —» CO,+ 2 NH3

Par contre, les isolats: D2, D4, D6, M2, M6, S1 ont présenté une acidification marquée

par changement de la couleur du milieu vers le jaune (uréase -).

(A) (B)
Figure 25. A - Test d’uréase positif, B- Test d’uréase négatif (Originale).

3. Analyse numérique des propriétés PGPR et critéres physiologiques des
isolats

3.1. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

L’étude des propriétés PGPR des isolats a été basée sur 07 caractéres(Annexe 3.7).En
outre, les critéres physiologiques des isolats ont été appuyés sur 02 caracteres (Annexe 3.2).
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Les résultats ont été récapitulés dans le dendrogramme établi par une classification
ascendante hiérarchique (C.A.H.), les isolats sont répartis en deux principaux groupes A et B.
(Figure 26) :

e Le groupe A, lui-méme se divise en deux sous-groupes Al et A2 :

- Le sous-groupe Al est composé d’isolats M2et M4 qui partagent la présence
d’un caractére unique pour chacun. En effet, I’isolat M4 a fait preuve la présence
d’uréase, contrairement a 1’isolat M2 qui a approuvé la présence de la cellulase avec
une bonne croissance a température 50°C.

- Le sous-groupe A2 est composé d’isolat S1 qui a d’avantage de bon
solubilisateur du phosphate, de bon producteur de sidérophores, d’ammoniac, chitine,
acidifiant et une bonne croissance a température 50° C, mais toutefois la fixation

d’azote , la production d’uréase et la cellulase sont absentes.

e Le groupe B est composé de 11 isolats D2, D3, D4, D5, D6, D8, M1, M3, M6,
M7, S3. Ce groupe est lui-méme affilié en 02 sous-groupes B1 et B2. Chacun d’entre

eux s’est divisé a son tour en Bla, B1b et B2a, B2b.

- Le sous-groupe Bla regroupe les isolats D4, S3 et M1 qui partagent la
présence d’un caractére unique pour chacun, par contre I’isolat D4 a confirmé la
présence de la cellulase et fixation d’azote ; de méme 1’isolat S3 a approuvé la
présence de 1’uréase avec une bonne croissance a température 50°C ; par ailleurs
I’isolat M1 n’a montré aucune croissance a température 50°C, ni pour la fixation
d’azote.

- Le sous-groupe Blb est composé d’isolats D5, M3 qui possédent des
caracteres communs pour chacun. En effet, I’isolat M3 a caractérisé par 1’absence de
la cellulase; par ailleurs, I’isolat D5 n’a montré aucune croissance a température 50°C,
ni pour la fixation d’azote. Alors que les isolats D2, D3 partagent la présence d’un
caractére unique pour chacun, marque 1’absence de 1’uréase, cellulase et la fixation
d’azote.

- Le sous-groupe B2a contient les isolats D6, M6 qui possedent des

caracteres communs pour chacun; mais avec une cellulase négative pour 1’isolat D6.
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- Le sous-groupe B2b est compose d’isolats D8, M7 qui partagent la présence
d’un caractére unique pour chacun, par contre I’isolat D8 marque ’absence de

cellulase et n’a montré aucune croissance a température 50°C.

Figure 26. Classification Ascendante Hiérarchique des propriétés PGPR et criteres

physiologiques des isolats.
Discussion générale

Les résultats de la caractérisation phénotypique des isolats nodulant Arachis hypogea
L. montrent une diversité remarquable au niveau de leur morphologie. Sur le milieu YMA, les
colonies apparaissent d’une couleur blanchatre, et d’une surface lisse et brillante a bord
régulier, irrégulier plus au moins bombé, de taille variable et de différentes consistances et
opacité. Ces colonies sont visibles aprés 48h-72h d’incubation. Les résultats de caractérisation
morphologique est en concordance avec ceux trouvés par Abdesselam (2017); Vincent
(1970); Jordan (1984) et Somasegaran et Hoben (2012). Cette description est valable pour la
grande majorité des colonies, et ceci correspond a la description vers les genres

Streptococcus, Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium (Abdesselam, 2017).
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Les souches a croissance rapide sont considérées comme des bactéries acidifiantes
(virage de la couleur du BTB vers le jaune), contrairement aux souches a croissance lente qui
sont considérées comme des bactéries alcalinisantes qui donnent un virage de couleur au bleu
(Jordan, 1984 ; Beck et al., 1993; Pagano, 2008). Dans notre cas, tous les isolats modifient le
pH sur milieu YMA+BTB apres 24 heures d’incubation, et cela s’est produit par acidification
totale du milieu dans les boites, ce qui indique que les isolats présentent une croissance
rapide. De méme, Bel hadj aissa et Ben bitour (2017) ont constaté que la majorité des isolats
testés isolés des nodules d’arachide, acidifient le milieu, ce qui est plus rassurant. En outre,
Menna et al. (2006) ont rapporté que les souches testées de Rhizobium, Sinorhizobium et
Mesorhizobium ont pu acidifier le milieu YMA, alors que toutes les souches de
Bradyrhizobium ont donné des réactions alcalines. Toutefois, (Moreira et al., 1993) ont
montré que certaines souches de Bradyrhizobium peuvent se comporter comme le genre

Rhizobium en ce qui concerne la production d’acides.

La température est I’'un des facteurs environnementaux principaux. La résistance aux
variations de température compte parmi les critéres les plus importants pour la sélection des
isolats les plus performants. En effet, divers travaux de recherche ont mis au point I’influence
des températures sur la survie et le développement des rhizobia (Gouffi et al., 1999; Hajjam,
2017) .

La capacité des isolats de croitre a différentes températures a été déterminée dans un
intervalle allant de 4°C a 50°C. Dans cette étude, tous les isolats sont capables de croitre a une
température de 4°C jusqu’a 45°C et ils montrent une croissance optimale dans I’intervalle de
20°C a 37°C, alors que 35.71 % des isolats (05 isolats) peuvent croitre dans une température
extréme (50°C). Le comportement de nos isolats aux températures est en accord avec 1’étude
d’El-Hilali (2006) qui a rapporté que la plupart des souches isolées des plantes de lupin
peuvent croitre a 4°C. En revanche, d’autres travaux ont montré que les rhizobia cultivent
bien entre 20°C et 40°C (Moawad et Beck, 1991; Jordan, 1984; Graham, 1992). Pour la
thermo-tolérance, elle est trés variable selon les espéces et les souches de rhizobia (Sebbane
et al., 2004). Abdelgadir et Alexander (1997) ont montré que Rhizobium leguminosarum
Biovar phaseoli peut survivre a 45°C. Alors que beaucoup de Rhizobia de la plante Prosopis
cineraria tolérent des températures allant jusqu'a 55°C, d’autres isolats exceptionnellement

peuvent croitre dans une température de 65°C (Mahobia et al., 2002) .
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Néanmoins, les souches qui résistent aux températures trés élevées n’ont pas une
bonne capacité pour la fixation de I’azote atmosphérique, cette thermorésistante est
probablement liée a la capacité des bactéries a survivre dans des périodes chaudes (Razénen,
2002).

Les résultats de I’identification préliminaire a permis de réaliser les tests de galerie
API 20N, qui nous amenent a confirmer que tous les isolats possedent I'enzyme respiratoire
(cytochrome oxydase). La majorité des isolats possédent une nitrate réductase tres active,
capable de réduire les nitrates du milieu au-dela des nitrites sauf pour les isolats M4, M6 et S1
qui sont dépourvues de cette enzyme. La production d’indole a partir du tryptophane est
absente chez les 14 isolats testés. Concernant 1’oxydation de glucose et la dégradation de
I’urée par I’enzyme uréase sont variées selon les isolats. Une réaction positive est obtenue
pour les tests de P -galactosidase et I’hydrolyse de la gélatine chez la pluparts des isolats.
L’hydrolyse de I’arginine est observée chez les isolats M7et S3 seulement. En effet, une
réaction positive est obtenue pour le test de 1’esculinase chez tous les isolats. Par contre, les
tests d’assimilation montrent que les isolats n’assimilent pas le glucose, ’arabinose, le
mannose, le mannitol, le N-acétyl-glucosamine, le maltose, le gluconate, le caprate, I’adipate,
le malate, le citrate et le phenyl-acétate. Les différents résultats obtenus par la galerie API

NE . NE " -
20 conferment que les isolats sur lesquels les tests APl 20~ ont été examinés

n’appartiennent a aucun groupe répertorié. Ceci est lié¢ a la vocation de I'utilisation de ces

galeries qui est médicale, regroupent des souches de nature pathogene.

Le phosphore est un élément essentiel pour la croissance et la productivité des
plantes. Il constitue le 2°™ glément en importance pour la nutrition végétale (Willard, 1979).
Dans les sols agricoles, la solubilisation des phosphates inorganiques est étroitement liée a
I’activité des microorganismes (Richardson, 2001 ; Przemieniecki et al., 2015). Par ailleurs,
les bactéries solubilisant le phosphate (phosphobactéries) secrétent une sorte d’acides
organiques qui agissent sur les phosphates insolubles et les convertissent en une forme
soluble, fournissant ainsi du phosphore assimilable a la plante (Ponmurugan et Gopi, 2006).
Elles peuvent améliorer le développent des plantes en stimulant 1’efficacité des bactéries
fixatrices d’azote et en améliorant la disponibilité d’autres oligo-eléments (Suman et al.,
2001; Ahmad et al., 2008; Zaidi et al., 2009).Toutefois, ’activité des microorganismes
solubilisant le phosphate est souvent affectée par une multitude de contraintes

environnementales a savoir le pH, la salinité et la température des écosystéemes les plus
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déficients tels que les sols alcalins ayant une tendance a fixer le phosphore (Johri et al.,
1999).Gull et al. (2004) ont aussi rapporté que les espéces du genre Bacillus et Pseudomonas

ont un grand potentiel de solubilisation du phosphate présent dans le sol.

La solubilisation des phosphates insolubles a été évaluée qualitativement sur milieu
PVK en utilisant le phosphate tricalcique comme seule source de phosphore par plusieurs
chercheurs (Ahmad et al., 2008; Aarab et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Maheswar et al.,
2012 ; Cherif, 2014 ). Dans cette étude, les résultats confirment clairement la capacité des
isolats a utiliser Caz(PQy), disponibles en milieu PVK par la formation d’un halo claire autour
les colonies. Les zones claires sont dues, par conséquent, a la production des acides
organiques dans le milieu entourant les colonies en question (Hatim, 2015). Nos isolats
nodulant 1’arachide possedent un indice de solubilisation arrivant a 256%. Les résultats
obtenus au cours de ce test concordent avec plusieurs travaux précédents qui ont démontré la
capacité des bactéries rhizosphériques de solubiliser les phosphates (Rodriguez et Fraga,
1999; Verma et al., 2001). Ainsi, I’évaluation de cette activité solubilisatrice par une équipe
iranienne chez différentes souches de rhizobia a révélé un IS compris entre 248 % pour
Rhizobium leguminosarun bv. Vicia et 141% pour Mesorhizobium ciceri, Mesorhizobium
mediterraneum et Sinorhizobiumme liloti (Alikhani et al., 2006). Ainsi, Pandey et al. (2005)
ont pu identifier une espéce Burkholderia sp. MSP isolée a partir des nodules racinaires de
Mimosa pudica caractérisée par un pouvoir de solubilisation du phosphate tricalcique élevé,
avec un IS de 215%. Sridevi et Mallaiah (2008) ont décrit une solubilisation maximale chez

un isolat de rhizobia isolé de Chamaecrista absus avec un IS de 150%.

Plusieurs études ont montré la présence de sidérophores dans le sol. La chélation du
fer par l'intermédiaire de sidérophores bactériens est un caractere désiré a double intérét; d’un
coté, les sidérophores bactériens constituent une source importante de fer assimilable pour les
plantes ; d’un autre coté, la chélation du fer par les PGPR constitue un caractére compétitif
pour la colonisation spatiale contre les agents pathogenes des plantes (champignons,
bactéries) (Sayyed et al., 2005 ; Hofte et Bakker 2007 ; Miethke et Marahiel 2007 ; Tailor et
Joshi 2012) .

Dans notre étude, 100% des isolats produisent des siderophores sur les deux milieux
King B et LB avec des rapports CAS variant de 2.83 a 1.072 et 2.4 a 1.175 respectivement.

Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Mezzaache (2012) qui a montré que

Page 35



Résultats et Discussion

le genre Pseudomonas produit des sidérophores avec un pourcentage de 100%. Par ailleurs,
Pérez-Miranda et al. (2007) ont démontré que 75% des isolats produisent les sidérophores.
Cependant, un grand nombre de facteurs environnementaux (pH, température et la source de

carbone) influence la production des sidérophores (Valdebenito et al., 2006) .

La présence des bactéries fixatrices d'azote dans le sol et leur isolement ainsi que la
possibilité de leur conversion en biofertilisant est une stratégie importante et une solution
alternative a I’utilisation des engrais chimiques couteux et polluants en particulier dans les
sols pauvres en nutriments (Cakmakci et al., 2006). La fixation d'azote est une propriété
importante des PGPR qui influe considérablement la croissance des plantes. Elle est
considérée comme l'un des principaux mécanismes directs par lequel la plante bénéficie de
I'azote atmosphérique a travers l'association microbienne (Dobereiner et Day, 1976). Les
souches bactériennes fixatrices d'azote telles que Pseudomonas et Bacillus présentent un
grand intérét dans le domaine de la fixation d'azote (Cakmakci et al., 2007).

Les résultats obtenus dans notre étude indiquent que 21.43% des isolats bactériens
étaient capables de fixer l'azote atmosphérique. Dans une autre étude menée par (Chibani,
2017), 75% des isolats étaient capables de fixer 1’azote. Les travaux de Lwin et al. (2012) ont
montré que des isolats rhizosphériques identifiés comme Serratia spp. et Bacillus spp. avaient
une grande capacité a fixer I'azote sur milieu G-NFM solide avec le BTB comme indicateur
coloré (Hongrittipun et al., 2014; Habib et al., 2016) .

La production d"ammoniac par les bactéries est I'un des mécanismes impliqués dans la
lutte contre les champignons phytopathogenes (Kavitha et al., 2013). Elle est considérée
comme une caractéristique importante des rhizobactéries améliorant indirectement la
croissance des plantes (Josephe et al., 2012). Les genres Bacillus et Pseudomonas sont de
bons producteurs d’ammoniac (Ahmad et al., 2008). Dans ce contexte, ’ammoniac est
produit par tous les isolats. Ces résultats sont similaires a ceux d’Ahmad et al. (2008) et
Gontia-Mishra et al. (2016). Dans une autre étude menée par Damodaran et al. (2013), (09)
isolats sur 15 ont montré un résultat positif pour ce test, alors que 88% de résultats positifs

sont obtenus par Dinesh et al. (2015).

La majeure partie de la matiére organique dans le sol se trouve sous forme des
polymeres, ces derniers ne peuvent pas étre assimilés directement par les bacteries.

Cependant, grace a l'activité des enzymes extracellulaires bactériennes, ces composés de haut
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poids moléculaire peuvent étre clivés en monomeres et petits oligoméres appropriés pour étre
assimilés par la cellule bactérienne (Rath et al., 1993; Arnosti et al., 2009). Parmi ces
enzymes produites par les bactéries : les phosphatases, les uréases, les protéases, les cellulases
(Przemieniecki et al., 2015). La production d"enzymes dégradant la paroi cellulaire est un
autre mécanisme utilisés par les agents de biocontrle pour éliminer les phytopathogenes
(notamment les champignons) (Chet et al., 1990 ; Kobayashi et al.,2002), comme les

chitinases, lipases et protéases sécrétée par des PGPR (Labuschagne et al.,2010) .

La cellulose est le composé organique le plus abondant dans la biosphére, comportant
presque 50% de la biomasse synthétisée par la fixation photosynthétique du CO, (Eriksson et
al., 1990). Les Rhizobia produisent I’enzyme cellulase qui dégrade les ponts glucidique de la
paroi cellulaire des cellules vegétales, ce qui facilité la pénétration des rhizobia a travers les
microfibres de la membrane cellulaire (Mateos et al., 1992.). En effet, cette enzyme peut
aider certaines rhizobactéries notamment les rhizobia a pénétrer plus facilement dans I'espace
intercellulaire de la cellule racinaire et induire 1’infection symbiotique des racines de

I[égumineuses (Robledo et al., 2012).

La capacité des bactéries a décomposer la cellulose se manifeste par I’apparition d’un
halo clair autour des colonies (Verma et al., 2007). Les résultats obtenus montrent que
I’activité cellulasique est observée chez 50% (07) des isolats. Ces résultats sont proches et
corroborent avec ceux obtenus par (Adouane et al., 2018) et qui ont indiqué 66.66 % des
isolats ont produit la cellulase. Dans des études menées par Oliveira et al. (2007) et Sudto et
al. (2008) ont trouvé que 100% de leurs isolats étaient cellulase. On peut dire que 1’activité
des enzymes cellulolytiques dépend de I’origine de la souche et de la composition des milieux

de culture (Howieson et al., 2016) .

La chitine est le second polysaccharide le plus représenté dans la nature apres la
cellulose. Avec au moins 10 gigatonnes synthétisées et dégradées chaque année dans la
biosphere (Muzzarelli, 1999). Elle joue un rble protecteur contre les champignons
phytopathogénes en raison de leur capacité d'interférer leurs constituants en chitine (Gadelhak
et al., 2005). Les microorganismes produisant cette enzyme sont classés dans la catégorie des
agents de lutte biologique, ces chitinases hydrolysent des polymeres linéaires insolubles de
B(1,4) de N-acétylglucosamine qui est un constituant majeur des cellules pariétales de

plusieurs champignons, les coquilles des crustacées et I’exosquelette des insectes. Plusieurs
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espéces du genre Bacillus sont connues pour la production de chitinases, c’est le cas de
Bacillus cereus inhibant la croissance de Botrytis elliptica (Pleban et al., 1997; Huang et al.,
2005) .

L’activité chitinasique est observée chez tous les isolats. Ces résultats sont en accord
avec I’étude de Nabti et al. (2014), alors que d’autres études réalisées par Tabli et al. (2013),
Ahmad et al. (2013), 75% et 50% des isolats montrent une activité chitinasique
respectivement. Ces résultats ne corroborent pas avec les notres .Avinash et Rai (2014) ont
trouvé 04 souches sur 11 qui produisent la chitinase. Ces différences peuvent étre dues au
potentiel enzymatique des isolats et aux différences des lieux de prélévement.

Une quantité énorme d’urée est constamment libérée dans l'environnement par les
activités biologiques. L’uréase est une enzyme extracellulaire représentant 63% de ’activité

totale du sol, son réle réside dans I’hydrolyse de 1’urée pour former I’ammoniac (NH3) et le

CO,. Elle est utilisee comme indicateur de la qualité du sol, car sa concentration est
intrinseéquement liée au taux de la matiere organique (Martinez-Salgado et al., 2010). Les
uréases bactériennes jouent un réle important dans la pathogenése d'un certain nombre
d'especes bactériennes y compris Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophiticus, Yersinia
enterocolitica, Ureaplasm aurea liticum et autres (Sirko et Brodzik, 2000).

La mise en évidence de la capacité des Rhizobia a hydrolyser I’'urée grace a l'uréase a
été initialement décrite par Jarvis et al. (1977) en utilisant le rouge de phénol comme un
indicateur de pH (EI Hilali et al., 2006). Dans cette etude, |"activité uréasique est recherchée
chez les 14 isolats, 57.14% (08 /14) des isolats ont révélé un résultat positif .Les résultats de
ce test sont semblables a ceux qui sont trouvés dans 1’étude réalisée par Hasan et al. (2014)
ou 50% des isolats montrent une activité uréasique. Dans des études menées par Tabli et al.
(2013) et Nabti et al. (2014) ont trouve que 75 % et 100% de leurs isolats possédaient I’uréase

respectivement.

A partir les résultats de dendrogramme des caractéres physiologiques et des PGPR, les
isolats peuvent étre répartir en deux principaux groupes A et B :

- Le groupe A est composé d’isolats M2, M4 et S1 qui sont d’avantage des bons
solubilisateurs du phosphate, producteurs de sidérophores, d’ammoniac, chitine et acidifiant.

En outre, une bonne croissance a une température 50° C est observée chez les isolats M2 et
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S1, I’isolat M4 montre une activité positive d’uréase et 1’isolat M2 présente une cellulase

positive. Néanmoins, la fixation d’azote est négative chez tous les isolats.

- Le groupe B est constitué par la plupart des isolats, divisé en deux sous-groupes Bl
et B2. Chacun d’entre eux est réparti a son tour en Bla, B1b, et B2a, B2b. Le sous-groupe
Bla regroupe les isolats D4 et S3 qui partagent la présence d’un caractére unique pour
chacun. En effet, I’isolat D4 posséde la cellulase et la capacité de fixer I’azote ; alors que
I’isolat S3 posséde de 1’uréase avec une bonne croissance a température 50°C. En revanche,
I’isolat M1 n’a montré aucune croissance a une température 50°C, ni pour la fixation d’azote.
Le sous-groupe B1b est composé d’isolats D5, M3 possédant des caractéres communs pour
chacun. En effet, I’isolat M3: la cellulase est négative. Par ailleurs, une fixation d’azote
négative et une absence de croissance a 50°C ont été signalées chez I’isolat D5. Alors que,
les isolats D2, D3 partagent la présence d’un caractére unique pour chacun : 1’isolat

D2 marque I’absence de 1’uréase, cellulase et la fixation d’azote.

- Le sous-groupe B2a regroupe les isolats D6, M6 qui possedent des caracteres communs

pour chacun mais avec une cellulase négative pour 1’isolat D6.

- Le sous-groupe B2b est composé d’isolats DS, M7 qui partagent la présence d’un
caractére unique pour chacun, En effet, I’isolat D8 manque la cellulase et la croissance a

50°C.
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Conclusion

A T’heure ou les programmes agricoles s’engagent dans 1’étude des écosystémes, de
nombreux chercheurs se focalisent sur 1’action des microorganismes pour réduire 1’'usage des
engrais chimiques. A ce titre, I"utilisation des PGPR sont trés intéressantes pour l'application
en agriculture comme biofertilisants et biopesticides, ils jouent un réle trés important dans le
maintien de la fertilité des sols tout en réduisant le co(t des engrais chimiques pour un

meilleur rendement agronomique a 1’échelle mondiale.

Cette ¢étude avait pour objet 1’évaluation des isolats pour estimer leurs traits de la
promotion de croissance des plantes PGP telles que la solubilisation des phosphates, la
capacité a fixer 1’azote atmosphérique, la production des sidérophores, la production

d’ammoniac et des enzymes telle que cellulase, chitinase et uréase.

Dans ce présent travail, nous avons essayé de mettre en évidence la variabilité
phénotypique des souches bactériennes isolées a partir des nodules présents au niveau des
racines d’Arachis hypogaea L., récoltés dans trois régions différentes de wilaya de Ghardaia.
L’¢tude phénotypique des isolats basée sur les caractéres morphologiques, biochimiques et

physiologiques, appuyée par une analyse numerique.

L’aspect morphologique des isolats a montré une grande diversité sur le milieu de
culture YMA a 28°C.

La croissance des isolats sur milieu YMA+BTB provoque une acidification du milieu
aprés 24 h et démontre que ces isolats ont une croissance rapide. D’autre part, les isolats
presentent une bonne croissance dans I’intervalle de 20 a 37°C. Mais a une température

¢élevée jusqu’a 50°C, la plupart des isolats sont incapables de pousser.

La capacité de solubilisation du phosphate inorganique insoluble pour les 14 isolats a
été testée qualitativement sur milieu PVK solide. Tous les isolats sont capables de solubiliser
le phosphate, avec un indice de solubilisation maximal de 256 % (I’isolat S1).

Tous les isolats sont capables de produire les sidérophores sur les deux milieux King B
et LB avec un rapport 2.83 a 1.072 et 2.4 a 1.175 respectivement. En revanche, (100%)
des isolats étaient positifs pour le test de I’ammoniac, par contre seulement 21.43% des
isolats étaient capables de fixer I’azote atmosphérique. Ainsi, les isolats testés se caracterisent

par une importante diversité enzymatique (cellulase, chitinase et uréase). Par conséquent, ils

Page 41



Conclusion

peuvent étre des candidats qualifiés pour promouvoir la production agricole chez les
légumineuses.

A P’issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous

forme de perspectives pour I’amélioration de I’utilisation des isolats obtenus :

e Une identification précise du phosphatase alcaline et sidérophores par HPLC,
serait tres utile.

e FEtudier le pouvoir des isolats a produire des phytohormones (cytokinines, 1-
Amino-cyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase, gibbérellines .... etc.) et
procéder a la caractérisation d’autres activités enzymatiques telles : pectinases,
lipases, protéase .... etc.

e FElargir la caractérisation phénotypique vers d’autres tests d'assimilation des
sources de carbone, d'azote et la résistance aux métaux lourds.

e  Une caractérisation moléculaire des isolats, s’aveére primordiale afin de confirmer

leur statut taxonomique.
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Annexes

Annexel.Milieu de culture.

1. Composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar):pour un volume 1L

Mannitol ........ooiiiiiii 10g
KoHPO e 0.5g
MOSO4 THO. ..o 0.29
L 0.10g
Extraits de levures..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiee, 0.5¢
A AT, . 209
PH 6.8

2. Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) : Pour un volume de 1L

Mannitol ... ... 10g
KoHPOg ..o 0.5¢
MQSO4 TH2O ... 0.29
NaCL . 0.10g
Extraits de levures...........cocovveiiiiiiiiiiiien 0.59
PH. oo, 6.8

3. Milieu YMA+ BTB (Bleu de BromoThymol) en g/l

YMB. .o 1000ml
Solution stock de bleu de Bromothymol............... 10 ml
AGAT. .o 15¢
PH. oo 6.8

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0.5g BTB dans 100ml
d’¢éthanol), puis on ajoute 1’agar. Autoclavage 120°C pendant 20minutes.

4. Composition du milieu PVK: Pikovskaya (1948) en g/l

GIUCOSE ...t 109
Cag(PO4) 2. ettt 50
(NH2)2 SO4 coverreereieeeeeeeeeeeeeeeee e eeseeeesesee s 0,59
[N ET O IR 0,29
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O [T R RIS 0,2g
Extrait de IeVUre .......c..ooeeviiiieiiiciiee e 0,59
MNSO4 SH0 ... 0,002g
=X 0 Vi 4 L0 I 0,002 g
AGAN i 15¢
DH e 7

5. Milieu CAS:

2,7 mg de FeCl3.6H,0 dissous dans 10 ml de HCI 10 mM avec 0.06 g de Chrome Azurol S
(CAS) dissous auparavant dans 50 ml d’eau distillée. Ce mélange, de couleur bleu foncée, est
ajouté tres lentement sous agitation a 0.073 g de HDTMA (Hexa méthylammonium bromure)
dissous dans 40 ml d’cau distillée ,le pH est ajusté a 7. La solution bleu foncé obtenue est
autoclavée a 120 °C /20 min.

5.1 Pour le milieu solide King B

100ml de la solution CAS- HDTMA est ajouté a 900 ml de King Bdans un erlenmeyer stérile
(le mélange doit étre homogénéisé). Couler ce milieu dans les boites de pétri, puis
ensemencée les isolats.

5.2 Pour le milieu solide LB

100ml de la solution CAS- HDTMA est ajouté a 900 ml de LB dans un erlenmeyer stérile (le
mélange doit étre homogéneise). Couler ce milieu dans les boites de pétri, puis ensemencée
les isolats.

6. Milieu King B (g/l)

Peptone.......ccooeiiiii 20g
Glycerol.......cooeii 10ml
Phosphate dipotassique............oovviiiiiiiiniiinnn 1.5¢
Sulfate de magnésium, 7 H2O0........cccceervenrveenneen. 1.5¢
N ) 159
PH. 7

Peptone.......ccoveiiiiii 10g
NACH ..o, 10¢
Extraitde levure.............coooeiiiiiiiiiii i, S5¢g
PH .o 7.2+0.2



8. Milieu (NF-MM)g/l :

MgSO4-7H20 ................................

NACT ..

NaMoOy4 .2HoO. ..o
Extraits de levures.......coooeevieeeinnin...
L-acidemalic.......covvvvveeeiiiann,

Mannitol ....oooeier e

9. L'eau peptonéeeng/l:

Peptone ......oovviii

Chloruredesodium .............ooeeeeei.. ..

10. Milieu de Carder(1986) en g /I :
NaoHPO ..o

11. Milieu chitineen g /I :

Chitine. ..o
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MQSOy. TH20 ..o, 0,29
NaCl oo 0,1g
Extrait de levure....... 0,59
N L 209
PH oo 7

Annexe 2. Les réactifs.

1. Préparation du réactif d’oxydase

= Dans un petit tube a hémolyse de 5 ml, dissoudre une point de couteau de N, N, N'
, N' tétraméthyl 1-4 phénylene diamine dans 5 ml d'eau distillée.

= Boucher puis agiter.

= Recouvrir le tube de papier aluminium, il est trés sensible a la lumiere.

= Le réactif conservé au refrigérateur a I'abri de la lumiére, il est stable 6 h.

2. Reéactifs des API

= Réactif NIT 1

Acide sulfanilique 0,49
Acide acétique 30g
H,0 70 ml

= Réactif NIT 2
N,N-diméthyl-1-naphtylamine 0.6g
Acide acétique 30g
H,0 70ml
= Réactif JAMES

HCI 1IN 100 ml
Composant J 2183 059

(confidentiel)



souche

S1

S3

M1

M2

M3

M4

M6

M7

D2

D3

D4

D5

D6

D8

Annexe 3. Les résultats

Taille

Petite

Moyenne

Moyenne

Petite

Moyenne

Moyenne

Moyenne

Petite

Moyenne

Moyenne

Moyenne

Moyenne

Petite

Envahissante

Forme
colonie

Réguliere

Réguliére

Réguliere

Irréguliére

Réguliére

Réguliére

Réguliére

Irréguliére

Réguliere

Réguliére

Réguliére

Réguliére

Réguliére

Réguliére

Tableaul. Aspects morphologiques des isolats

Aspect

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Lisse et
brillante

Relief

Plate

Bombé

Bombé

plate

Bombé

Bombé

Bombé

plate

bombé

Bombé

Bombé

Bombé

Bombé

Bombé

Opacité

Transparent

Translucide

Translucide

Transparent

Translucide

Translucide

Translucide

Transparent

Translucide

Translucide

Translucide

Translucide

Translucide

Translucide

Couleur

Blanc
cassé

Blanc
cassé

Blanc
cassé

Blanc
cassé

Blanc
casse

Blanc
casse

Blanc
casse

Blanc
cassé

Blanc
cassé

Blanc
cassé

Blanc
casse

Blanc
casse

Blanc
casse

Blanc
cassé

Consistance

Séche

crémeuse

Crémeuse

Séche

Crémeuse

Crémeuse

Crémeuse

Séche

Crémeuse

Crémeuse

Crémeuse

Crémeuse

Crémeuse

Crémeuse

Gram

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Positif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Annexes

Forme

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Cocci

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Bacille

Mobilité

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile

Mobile



Teste

souche
D2

D3

D4

D5

D6

D8

M1

M2

M3

M4

M6

M7

S1

S3

Tableau 2. Caractere physiologique des isolats.

Acidification
BTB 4°C

+ +(4])

+(4])
+

+(4j)
+

+(4))
+
+ +(4])
+ +(4])
+ +(6])
+ +(6])
+ +(6])
+ +(6])
+ +(4])
+ +(4])
+ +(4])
+ +(4])

20°C

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

Température
28°C | 37°C
+++ +++
+++  +++
+++ | +++
+++ | +++
+++ +++
+++  +++
+4++ | +++
+++ [ +++
+++ +++
+++ | +++
+4++ | +++
+++ | +++
+++  +++
+++ | +++

45°C

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

50°C

Annexes

(+): croissance ; (—) : pas de croissance ;( ++): croissance moyenne ; ( +++): Fort croissance
; +(6]) : croissance apres 6 jours ;+(4j) : croissance apres 4jours.

VI



Tableau 3. Résultats de I’Api 20"".
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solat

test

D2

D3

D4

D5

D6

D8

M1

M2

M3

M4

M6

M7

S1

S3

NO3

TRP

GLU

ADH

URE

ESC

GEL

PNPG

GLU

ARA

MNE

MAN

NAG

MAL

GNT

CAP

ADI

MLT

CIT

PAC

OX

+ : présence de réaction enzymatique.

: absence de réaction enzymatique.

Vil
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Tableau 4. Tableau de lecture (API 20NF).

yopi
API 20 NE - SYSTEME D’IDENTIFICATION DES
BACILLES A GRAM NEGATIF NON

ENTEROBACTERIES

d’apreés bioMérieux sa

TABLEAU DE LECTURE

TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
NEGATIF | POSITIF
NIT 1 + NIT 2/5 min
NO3 nitrate de potassium réduction des nitrates en nitrites incolore rose-rouge
Zn /5 min
réduction des nitrates en azote rose | incolore
JAMES / immédiat
TRP | tryptophane formation d'indole incolore
vert pale / jaune rose
GLU glucose fermentation bleu a vert jaune
ADH arginine arginine dihydrolase jaune orange / rose / rouge
URE urée uréase jaune orange / rose / rouge
ESC esculine hydrolyse (B-glucosidase) jaune gris / marron / noir
GEL geélatine hyd t& pas de diffusion diffusion du
(a l'encre de chine) ydrolyse (protéase) du pigment pigment noir
PNPG | p-nitrophény!-B-D- p-galactosidase incolore jaune
galactopyranoside
| GLU | glucose assimilation transparence trouble
| ARA| arabinose assimilation transparence trouble
|MNE| mannose assimilation transparence trouble
|MAN| mannitol assimilation transparence trouble
|NAG| N-acétyl-glucosamine | assimilation transparence trouble
MAL| maltose assimilation transparence trouble
GNT| gluconate assimilation transparence trouble
| CAF’| caprate assimilation transparence trouble
ADI| adipate assimilation transparence trouble
MLT| |malate assimilation transparence trouble
CIT| |citrate assimilation transparence trouble
PAC| |phényl-acétate assimilation transparence trouble
OX / 1-2 min
oX tétraméthyl-p- .
phenyléne diamine cytochrome-oxydase incolore violet

Vil
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Tableau 5. Analyse de la variance de la solubilisation des phosphates.

Df  SumSq Mean Sq F value Pr (>F)
lsolat 14 170696 13130 52.63 <2g-10 wH*
Résiduels 34 8482 249

Mean sd data Groupe
D2 34.84667 1.3361262 d
D3 33.79250 4.3460279 d
D4 42.44667 4.1610255 d
D5 38.14500 6.4540039 d
D6 11.83750 3.8492023 d
D8 24.77250 6.4095885 d
M1 54.50000 | 8.5440037 C
M2 134.63000 | 7.2320398 ab
M3 36.66667 | 3.9322046 d
M4 86.31333 | 0.1250333 b
M6 15.38000 6.2788587 d
M7 18.79333 3.7248400 d
s1 256.25000 | 60.2728173 a
S3 46.37000 11.5716406 C
Tableau 6. Test de student
mean in group B-CAS mean in group LB-CAS t df p-value
1.421214 1.491571 -0.4198 20.304 0.679




Annexes

Tableau 7. Résultats de propriétés PGPR d’isolats.

isolat Solubilisation | Production |Production | Fixation Production |Présence | Présence Présence

de de SDR sur de SDR sur d’Ammonia de de de
Phosphate |milieu King-B | milieu LB | d’azote c Uréase | Cellulase (Chitinase
D2 + + + - + - - +
D3 + + + + + + + +
D4 + + + + + - + +
D5 + + + - + + + +
D6 + + + - + - - +
D8 + + + - + + - +
M1 + + + - + + + +
M2 + + + - + - + +
M3 + + + + + + - +
M4 + + + - + + - +
M6 + + + - + - + +
M7 + + + - + + + +
S1 + + + = + - = +
S3 + + + - + + - +
+:réaction positive. - . réaction négative.
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Tableau 8. L'indice de similarité entre tous les isolats.

g % M M oM m M Mo o0 N M OB Kk N}

10833333 0833333 032381 0833333 (333333 (333333 (,06%%6) 0,033333 (833333 (833338 (833338 (o%% (08

e 1 108 L1 lomm L1 1L O%M 0%
w1 1 08 1 1 lomm L1 11 O%8 O
0SB 08 08 1 08 03 0B OME 03 03 03 (08 0EM OB
e 1 1 08 11 lomm L1 1L O%8 0%
S N U YYD (NN NN 1/ (D NS NN U 7 4 . 1
w1 1 08 1 1 lomm L1 11 O%8 O
OS6565 (00700 Q40761 OQN66G7 07070 U070 QU001 1 OJA0PL 707 4070 MORLL OTRORL 70406
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