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Résumé

Les activités PGPR constituent un ensemble de mécanismes fonctionnels impliqués
dans la nutrition des plantes et le biocontrole des phytopathogenes. Dans ce travail, 460 isolats
bactériens issus de la rhizosphére de 34 échantillons de sol prélevés dans la wilaya de
Mostaganem ont été obtenus et évalués pour leurs 11 activités PGPR. L’objectif était d’analyser
les interdépendances entre ces traits fonctionnels et de modéliser leur prédictibilité a partir des
profils phénotypiques. Les activités étudiées incluent la solubilisation du phosphate et du zinc,
la fixation de I’azote, la production d’AIA, de sidérophores et d’exopolysaccharides (EPS),
ainsi que la production de cinq enzymes hydrolytiques (amylase, lipase, protéase, cellulase et
pectinase). Les analyses de corrélation (Pearson, Spearman, dCor) et ’ACP ont révélé des
liaisons globalement faibles entre la plupart des mécanismes, a 1’exception d’un antagonisme
marqué entre la production d’EPS et les activités enzymatiques hydrolytiques, traduisant un
compromis métabolique (trade-off) dans I’allocation des ressources carbonées. En revanche, la
production d’AIA est restée systématiquement non prédictible (R? négatifs pour les trois
approches), suggérant une régulation génétique autonome, déconnectée des autres traits PGP

mesurés.

Mots clés : PGPR, solubilisation du phosphate, solubilisation du zinc, Random forest,

rhizosphere.



Abstract

PGPR activities constitute a set of functional mechanisms involved in plant nutrition
and the biocontrol of phytopathogens. In this work, 460 bacterial isolates obtained from the
rhizosphere of 34 soil samples collected in the Mostaganem province were evaluated for 11
PGPR activities. The objective was to analyze the interdependencies between these functional
traits and to model their predictability based on phenotypic profiles. The studied activities
included phosphate and zinc solubilization, nitrogen fixation, production of IAA, siderophores,
and exopolysaccharides (EPS), as well as the production of five hydrolytic enzymes (amylase,
lipase, protease, cellulase, and pectinase). Correlation analyses (Pearson, Spearman, dCor) and
PCA revealed overall weak links between most mechanisms, with the exception of a marked
antagonism between EPS production and hydrolytic enzymatic activities, reflecting a metabolic
trade-off in the allocation of carbon resources.. In contrast, IAA production remained
consistently unpredictable (negative R? for all three approaches), suggesting an autonomous
genetic regulation, disconnected from the other measured PGP traits.

Keywords: PGPR, phosphate solubilization, zinc solubilization, Random Forest, rhizosphere.
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Introduction

Les bactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria, PGPR) sont des microorganismes bénéfiques qui colonisent activement la
rhizosphére et stimulent la croissance végétale par divers mécanismes directs et indirects
(Vessey, 2003). Parmi ces mécanismes figurent la fixation biologique de I’azote, la
solubilisation du phosphate et du zinc, la production de sidérophores, la synthése de
phytohormones ainsi que la production d’exopolysaccharides (EPS) et d’enzymes lytiques
(amylase, lipase, protéase, cellulase, pectinase) impliquées dans le biocontrole (Deka et al.,

2015). Chaque souche PGPR peut exprimer simultanément plusieurs de ces activités in vitro.

Dans ce contexte, 1’étude des interdépendances entre ces multiples traits fonctionnels
est cruciale : certaines activités peuvent étre synergétiques et renforcer I’efficacité d’une
souche, tandis que d’autres peuvent entrer en compétition pour les ressources métaboliques
cellulaires, induisant des compromis physiologiques (trade-offs) (Gupta et Buch, 2019).
Comprendre ces relations est essentiel pour orienter le criblage et la sélection rationnelle de

souches performantes en biofertilisation et en biocontrole.

L’étude des interactions entre les activités PGP nécessite le recours a différentes
approches statistiques et computationnelles. Des méthodes de clustering permettent de
regrouper des souches présentant des profils fonctionnels similaires (Jain ez al., 1999), tandis
que les coefficients de corrélation de Pearson, de Spearman ou la corrélation de distance
distance (Székely et al., 2007) quantifient les relations linéaires ou non lin€aires entre activités.
L’analyse en composantes principales (ACP) facilite la visualisation de la structure

multidimensionnelle des données données (Abdi et Williams, 2010).

Par ailleurs, des techniques d’apprentissage automatique, telles que Random Forest
(Breiman, 2001) ou les réseaux de neurones (perceptron multicouche — MLP — et
autoencodeurs) (Lecun et al., 2015), sont employées pour prédire les niveaux d’expression de

certaines activités PGP a partir d’un ensemble d’autres caractéres phénotypiques.

L’objectif de cette étude est d’analyser et de modéliser les relations entre 11 activités
PGP diftérentes, évaluées sur une large collection de 460 isolats bactériens issus de la
rhizosphére de 34 échantillons de sol. Nous avons cherché a : (i) quantifier les corrélations
(linéaires, monotones et globales) entre ces activités, (ii) visualiser les structures d’association
par ACP, et (iii) comparer les capacités prédictives de trois approches computationnelles

(Random Forest, MLP direct, et Autoencodeur associ¢ a un MLP) afin d’identifier les traits

1
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fonctionnels les plus facilement prédictibles et de mettre en évidence d’éventuels compromis

métaboliques majeurs au sein de ce pool bactérien.
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Chapitre 1 Revue bibliographique

I.1. Rhizosphere

Le terme « rhizosphére » provient du grec « rhiza » (racine) et « sphaira » (sphére ou
champ d’influence). Il a ét¢ introduit par Hiltner (1904)pour désigner la zone du sol directement
adjacente aux racines des légumineuses, caractérisée par une activité microbienne intense
(Prashar et al., 2014).

Larhizospheére est constituée de trois compartiments principaux (Fig. 1) (Clark et lowa,
1949; Lynch, 1990; Pinton et al., 2001) : I’endorhizosphere, correspondant aux tissus internes
de la racine (endoderme et cortex) ; le rhizoplane, qui représente la surface racinaire en contact
direct avec les particules du sol et les micro-organismes, incluant I’épiderme, le cortex externe
et la couche mucilagineuse ; et I’ectorhizosphére, qui désigne la zone du sol immédiatement

adjacente a la racine.
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Cellules mortes de—:a Rl

la coilfe

Figure 1 : Représentation schématique des zones de la rhizosphére (Lynch, 1983)

Selon Philippot ez al. (2013) , larhizosphere est considérée comme I'une des interfaces
les plus dynamiques de la planéte en raison des interactions multiples qui s'y déroulent entre les

racines, les micro-organismes et les invertébreés.

I.2. Bactéries promotrices de la croissance des plants (PGPR)

Le terme « rhizobactéries » a été introduit par Kloepper et Schroth (1978) pour désigner
la communauté bactérienne du sol qui colonise de maniere compétitive les racines des plantes,
stimule leur croissance et réduit ainsi l'incidence des maladies végétales (Fig.2) . Kloepper et
Schroth (1981) ont ensuite qualifié ces rhizobactéries bénéfiques de « rhizobactéries favorisant

la croissance des plantes » (PGPR). Les PGPR peuvent étre définies comme la composante
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Chapitre 1 Revue bibliographique

indispensable du biote rhizosphérique qui, lorsqu'elles se développent en association avec les

plantes hotes, sont capables d'en stimuler la croissance (Bhattacharyya et Jha, 2012).

T s

Protection against pathogens

Increased plant growth

4 A

e — &
ACC-deaminase
U
Siderophore
production Nutrient
Indirect mobilization/ Direct
mechanisms Lytic enzyme solubilization mechanisms
production
Antibiosis Phytohormone
=N
Induced systemic
resistance o

Figure 2 : PGPR et leurs modes d’action (Oubohssaine et al., 2025)

1.3. Mécanismes d’action des PGPR

Les rhizobactéries (PGPR) agissent via deux modes complémentaires (Chandran al et.,
2021). Le mode direct stimule la croissance en facilitant I'absorption d'azote, phosphore et fer,
et en produisant des phytohormones (Glick, 2012). Le mode indirect protége contre les
pathogenes via des métabolites antimicrobiens, des enzymes hydrolytiques (protéase, lipase)

dégradant les parois cellulaires, et I'induction d’une résistance systémique (Gouda et al., 2018).

1.3.1. Mécanismes directs

L'activit¢ de fixation de l'azote consiste a convertir l'azote atmosphérique (N2),
inassimilable par les plantes et les animaux, en ammoniac (NHs) grace au complexe
enzymatique nitrogénase de micro-organismes fixateurs. L'azote est pourtant un élément nutritif
essentiel a la croissance des plantes, car il entre dans la composition des acides nucléiques, des

protéines et des enzymes. Ce processus est appelé fixation biologique de l'azote (Tairo et

Ndakidemi, 2013).
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L'activité de solubilisation du phosphore est essentielle car le phosphore est un
macronutriment majeur pour la croissance des plantes (métabolisme, transduction des signaux,
biosyntheése, photosynthése). Pourtant, plus de 90 % du phosphore du sol est insoluble,
immobilisé ou précipité, limitant son absorption. Les plantes ne l'assimilent que sous forme
d'ions HoPO4™ ou (HPO4)*~. Les bactéries solubilisatrices de phosphate, abondantes dans la
rhizosphére, synthétisent des acides organiques (gluconique, citrique) et possédent I'enzyme
phosphatase, convertissant ainsi le phosphore inorganique en ions assimilables (Anand et al.,

2016).

L'activité¢ de solubilisation du zinc est essentielle car le zinc est un oligo-¢élément
impliqué dans la synthese des protéines, des acides nucléiques et la régulation des hormones
végétales. Dans le sol, le zinc est souvent présent sous des formes peu solubles, difficilement
assimilables. Les PGPR capables de solubiliser le zinc transforment ces composés insolubles
en formes biodisponibles grace a la production d'acides organiques (notamment gluconique et
citrique), de sidérophores et d'autres agents chélateurs. Ces acides abaissent le pH du sol et
forment des complexes solubles avec le zinc (Pathak et al., 2026).

L'acide indole-3-acétique (AIA) est une phytohormone produite par les PGPR,
synthétisée principalement au niveau de la rhizosphére. Cette hormone joue un rdle clé dans la
stimulation de I'¢longation racinaire, de la formation des poils racinaires et du développement
des racines latérales, ce qui améliore globalement la capacité des plantes a absorber I'eau et les
nutriments. D'autres activités directes des PGPR incluent la production de sidérophores (capture
du fer), la syntheése de cytokinines et gibbérellines, ainsi que l'activité ACC désaminase qui

réduit le stress éthylénique (Luo et al., 2018; Poveda et al., 2021).

1.3.2. Mécanismes indirects

Les mécanismes indirects incluent la production de sidérophores, d’exopolysaccharides
(EPS) et d’enzymes lytiques. Les sidérophores sont de petites molécules chélatrices
synthétisées par certaines bactéries pour solubiliser le Fe**, forme insoluble et inassimilable du
fer en milieu aérobie, ce mécanisme prive les micro-organismes pathogénes du fer
indispensable, constituant ainsi un moyen de biocontrole (Rehman et al., 2020). Par ailleurs,
les PGPR sécréetent des EPS, des polymeéres glucidiques qui peuvent former une capsule ou étre
libérés sous forme de mucus ; ces exopolysaccharides jouent un role clé dans la formation de
biofilms, la protection contre la dessiccation, le maintien des fonctions cellulaires, 1’activité
antibactérienne, la gélification et la régulation de la dégradation des polluants (Glick, 1999 ;

Bhaskar et Bhosle, 2005; Pal ef al., 1999; Fusconi et Godinho, 2002). Enfin, la production
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d’enzymes lytiques telles que les glucanases, protéases, pectinase, cellulase, chitinases et
lipases par les PGPR permet de dégrader la paroi cellulaire fongique des agents pathogénes,
entrainant leur digestion ou déformation et protégeant ainsi les plantes contre le stress biotique

(Jeyanthi et Kanimozhi, 2018).

1.4. Modélisation des activités PGP : corrélation et prédiction

La modélisation statistique vise a décrire, expliquer et anticiper les liens entre
différentes variables. La corrélation, qui mesure l'intensité du lien, constitue une étape
exploratoire préliminaire. Pour étudier les relations entre parameétres, on utilise fréquemment la
corrélation de Pearson et 1'Analyse en Composantes Principales (ACP). La corrélation de
Pearson évalue la force et la direction de la relation linéaire entre deux variables (Hussain et
al., 2013). L’ ACP réduit la dimension des données, visualise les liaisons multiples et identifie
les traitements les plus performants en les projetant sur des axes factoriels (Khan et al., 2022).

L'apprentissage automatique (machine learning) désigne un ensemble de techniques
capables d'identifier des motifs complexes et de générer des prédictions a partir de données,
sans imposer d'hypothéses contraignantes. En biologie, ces approches sont de plus en plus
employées pour modéliser des relations non linéaires et analyser des données bruitées. Parmi
ces méthodes, les foréts aléatoires (Random Forest) et les réseaux de neurones artificiels,
notamment le perceptron multicouche (MLP), ont démontré une grande efficacité dans divers
domaines biologique (Allen Akselrud, 2024). Par ailleurs, I'autoencodeur, qui reléve de
l'apprentissage non supervisé, est utilisé en amont afin de réduire la dimension des données et

d'en atténuer le bruit avant de procéder a la modélisation prédictive (Vessies et al., 2023).

I.4.1. Clustering

Le clustering, ou classification non supervisée, est une méthode d'analyse de données
dont l'objectif est de partitionner un ensemble d'observations en sous-groupes homogenes,
appelés clusters. Cette approche consiste a diviser les données de telle sorte que les échantillons
appartenant a un méme cluster soient les plus similaires possibles entre eux, tandis que les
échantillons de clusters différents soient les plus dissimilaires possible. Contrairement a la
classification supervisée, le clustering ne dispose d'aucune étiquette ou réponse préétablie pour
guider l'apprentissage : les groupes doivent étre découverts aveuglément a partir des seules
caractéristiques des données. Chaque cluster est caractérisé par un centroide, qui représente le
membre idéal moyen du groupe. Une question centrale dans cette méthode est la détermination
du nombre optimal de clusters, noté K, qui peut étre choisie a partir de connaissances du

domaine (Biscarini et Nazzicari, 2026).
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1.4.2. Analyse de clustering hiérarchique (CHA)

La classification hiérarchique ascendante (CHA) est une méthode de clustering qui
permet d’explorer la structure des échantillons en formant des groupes et des sous-groupes
organisé¢s hiérarchiquement (Lee et Yang, 2009). Le résultat de cette méthode est généralement
représenté sous forme de dendrogramme, un schéma en arbre illustrant les relations entre les

¢échantillons ainsi que leur organisation en clusters.

Deux stratégies principales permettent de construire cette hiérarchie : I’approche
agglomérative et 1’approche divisive. Dans 1’approche agglomérative, chaque échantillon
constitue initialement un cluster individuel, puis les groupes les plus proches sont
progressivement fusionnés. Dans 1’approche divisive, on part d’un seul cluster contenant tous
les échantillons, que I’on subdivise de maniére récursive (Granato et al., 2018).
La construction des groupes repose sur une mesure de distance entre échantillons (par exemple
la distance euclidienne ou la distance de Manhattan) et sur un critére de liaison qui définit la
distance entre clusters. Les critéres les plus courants sont les liaisons simple, compléte et
moyenne, ainsi que la méthode de Ward. Cette dernic¢re cherche a minimiser I’augmentation de
I’inertie intra-groupe a chaque fusion, ce qui permet d’obtenir des clusters compacts et

homogenes (Granato, Karnopp et van Ruth, 2015).

1.4.3. Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode statistique
d’apprentissage non supervisé. Elle permet de résumer des données de grande dimension (c’est-
a-dire comportant de nombreuses variables numériques) en un plus petit nombre de variables
synthétiques appelées composantes principales. Ces composantes capturent 1’essentiel de la
variabilité présente dans les données d’origine. Chaque composante principalejest une
combinaison lin€aire des p variables initiales, pondérée par des coefficients spécifiques
appelés poids (ou charges, notés w). Pour un individu i et une composante j, le score est donné

par :
Zij = lexil + szxiz + e+ ijxip

Les composantes principales sont centrées (moyenne nulle), orthogonales entre elles

(non corrélées), et leur variance calculée sur n individus est :

n
1 2
n .



Chapitre 1 Revue bibliographique

Ces composantes peuvent ensuite étre utilisées a diverses fins : classification (clustering),
création de nouvelles variables, extraction de caractéristiques, ainsi que visualisation des
tendances et des relations entre les variables au sein des données (Biscarini et Nazzicari,

2026).
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II. Matériels et méthodes

IL.1. Echantillonnage

I1.1.1. Prélevement des échantillons

Les échantillons de sol ont été prélevés dans la rhizosphére de différentes plantes
cultivées : navet, féve, salade, oignon, menthe, petit pois, pomme de terre, bl¢é, carotte et tomate.
Les prélevements ont été réalisés dans plusieurs localités de la wilaya de Mostaganem (Fig. 6)
: Ain Tedeles, Douar Ouled Chikh (Mansourah), Ben Abdelmalek Ramdane, Ouled Boughalem,
Hadjadj, Sidi Ali, Ouillis, Sidi Lakhdar, Sour et Douar-Dreifiya (Mansourah). Les coordonnées
géographiques (latitude, longitude) de chaque point de prélévement sont présentées dans le

tableau en annexe (Annexe V).
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Figure 6 : Carte géographique du site d’échantillonnage (Google maps)
Les échantillons de sol rhizosphérique ont été prélevés a une profondeur de 10 a 15 cm.
Dans des conditions aseptiques, le sol a été recueilli afin d’éviter toute contamination, puis
transféré dans des sacs en plastique stériles. Les échantillons ont ensuite été acheminés au

laboratoire pour y étre analysés (Fig. 7).
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Figure 7 : Prélevement des échantillons de sol

I1.2. Isolement et identification des rhizobactéries

I1.2.1. Isolement des rhizobactéries

Une solution mere a été préparée par dissolution de 10 g de sol dans 90 mL d’eau
physiologique stérile, puis homogénéisée a 1’aide d’un vortex. Des dilutions décimales
successives ont ensuite été réalisées jusqu’a 107>, Ensuite 0,1 mL des trois derniéres dilutions a
été utilisées pour 1’ensemencement en surface des boites de pétri contenant le milieu
Pikovskaya (PKV) (Pikovskaya, 1948) (Annexe I). Les boites ont ensuite été incubées a 30
°C pendant 7 jours (Fig. 8) (Mengesha et Legesse, 2024).
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Figure 8 : Schéma représentatif de I’isolement des rhizobactéries

11.2.2. Purification et conservation des isolats

Aprés incubation, les isolats présentant un halo clair ont été repiqués par strie

d’épuisement sur gélose nutritive (GN) (Annexe I), puis

incubés a 30 °C pendant 24 h. Cette

opération a été répétée jusqu’a I’obtention de colonies pures. Les isolats purs ont ensuite été

conservés a 4 °C dans des tubes de gélose inclinée (Fig. 9

).

-4

| ] 8 ac
Conservation des
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Incubation
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Sélection des isolats Ensemencement
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Obtention disolats
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Figure 9 : Purification et conserva
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11.2.3. Identification des isolats

I1.2.3.1. Caracteres biochimiques
I1.2.3.1.1. Test de catalase
La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau oxygéné (H>0O>) en eau (H20) et

oxygene (O2), selon la réaction suivante :
2H,0, wesssdp 2H,0 + O>

Le test de la catalase a été réalisé en déposant, a 1’aide d’une anse stérile, une colonie
bactérienne sur une lame de verre propre, puis en ajoutant quelques gouttes de peroxyde
d’hydrogene (H202) a 3 %. Une production immédiate de bulles d’oxygene (O2) indique une

réaction positive ; ’absence de bulles, une réaction négative (Marchal et al., 1982).

I1.2.3.1.2. Test oxydase

La recherche d’oxydase (cytochrome oxydase) a été effectuée a I’aide de disques
d’oxydase. Une partie de la colonie a tester a été étalée sur le disque. Une coloration violet
foncé apparaissant immédiatement indique une oxydase positive ; I’absence de coloration

indique une oxydase négative (Flandrois et Chomarat, 1988).

I1.3. Evaluation des activités PGP

I1.3.1. Réactivation des isolats

Les isolats ont été réactivés par ensemencement sur gélose nutritive (GN) et incubation
a 30 °C pendant 18-24 h. Les cultures obtenues ont servi a préparer 1’inoculum des tests, apres
ajustement de la densité optique a DOg20 = 0,08 a 1’aide d’un spectrophotometre (JENWAY
6715) (Fig. 10).

Incubation
— —.
24has30°C —
Prélévement de culture pure Ensemencement Suspension bactérienne dans
sur GN inclinié sur GN 6 mL d eau physiologique Vortex
Qo]

-~ | 5“

e —
Inoculum final Spectrophotomeétre

ajusté DO¢2o = 0,08

Figure 10 : Réactivation des isolats et préparation de I’inoculum
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I1.3.2. Production de ’acide indole acétique

La production d’AIA (acide indole-3-acétique) a été évaluée selon la méthode décrite
par Loper et Schroth (1986). Tous les isolats ont été cultivés dans du bouillon LB additionné
de tryptophane (100 mg/L). Aprés ensemencement de 50 mL de milieu avec 1 mL d’inoculum
(DOs20 = 0,08) et incubation a 30 °C pendant 96 h sous agitation (160 tr/min), 5 mL de culture
ont été centrifugés (6 000 tr/min, 20 min). 1 mL de surnageant a été ajoutés a 2 mL de réactif
de Salkowski et deux gouttes d’acide orthophosphorique (Fig. 11). Apres 30 min a I’obscurité
et a température ambiante, une couleur rose indique une production positive d’AIA. La DO a
¢été mesurée a 530 nm, et la concentration en AIA déterminée par courbe d’étalonnage (Annexe

D).

1 mL ————

™~ 57 3jours
—
I o
Incubation =n g} 30°C
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1 . 4 |

Inoculum DO = 0,08

50 mL de milieu LB +
Tryptophane (100 mg/l)

160 rpm

- N~
>
b

1 mL de surnageant
Incubation 30 min +2 mL de réactif de

- ’ Salkowski + 2
ll A I'obscurité gouttes d acide

orthophosphorigue

Spectrophotometrie a 530 nm

Figure 11 : Production de I’acide indole acétique (AIA)

I1.3.3. Solubilisation du phosphate
La capacité des isolats a solubiliser le phosphate inorganique Caz(POs4)2 a été évaluée
par deux approches complémentaires : qualitative (observation de halos de solubilisation) et

quantitative (dosage du phosphate libéré en milieu liquide).

I1.3.3.1. Evaluation qualitative

Selon Ali et al. (2022). Des spots de 5 uL de I’inoculum de chaque isolat ont ét¢ déposés
a la surface de boites de Petri contenant de la gélose de Pikovskaya (Annexe I). Les boites ont
ensuite été incubées a 30 °C pendant 6 a 7 jours. L’apparition d’un halo clair autour des colonies

a été considérée comme un indicateur de 1’activité de solubilisation du phosphate (Fig. 12).
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L’indice de solubilisation (IS) a ensuite été calculé selon 1’équation suivante (Boubekri

etal., 2021).

SI

__diamétre de la colonie+diamétre de la zone d’halo

diamétre de la colonie

i/ 7’

5 pl Incubation

/

Inoculum DO = 0,08 Inoculation par

spot sur milieu PVK

Calcul de l'indice de

solubilisation (I1S)

__ diamétre de la colonie+diamétre de la zone d'halo

SI

diamétre de la colonie

)=

30°C 7 Jours

|

Halo clair autour des
colonies

Figure 12 : Solubilisation du phosphate (évaluation qualitative)

I1.3.3.2. Evaluation quantitative

L’¢évaluation quantitative de la solubilisation du phosphate a été réalisée en utilisant le

milieu NBRIP (Nautiyal, 1999) (Annexe I) (National Botanical Research Institute’s Phosphate

broth).

Un volume de 50 mL de milieu a été ensemencé avec 1| mL d’inoculum, puis incubé a

30 °C sous agitation (160 tr/min pendant 7 jours). Apres centrifugation (6 000 tr/min, pendant

10 min), le surnageant a été récupéré. Le phosphate soluble a ¢été¢ dosé par la méthode au jaune

vanado-molybdate (Jackson, 1958): 1 mL de surnageant plus 2,5 mL de réactif de Barton

(Annexe IV) dans une fiole de 50 mL, complétée a 50 mL avec de I’eau distillée. Aprés 10 min

d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 430 nm (spectrophotométre JENWAY 6715)

(Fig. 13). La concentration en phosphore a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage

(Annexe II).
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Figure 13 : Solubilisation du phosphate (évaluation quantitative)

11.3.4. Solubilisation du zinc

La capacité des souches isolées a solubiliser le zinc a été évaluée en utilisant le milieu

de Bunt et Rovira (B&R) (Chanu et Yadav, 2024) (Annexe I) supplémenté de 1,0 mg/mL

d’oxyde de zinc (ZnO) comme source insoluble de zinc. Des spots de 5 uL d’inoculum par

isolat ont été déposés sur gélose, puis incubés a 28 °C pendant 7 jours (Chaffai et al., 2024).

L’apparition d’un halo clair indique une solubilisation du zinc (Fig. 14). Les diamétres des

colonies et des halos ont été mesurés apreés 72 h. L’indice de solubilisation (IS) a été calculé

selon Boubekri ef al. (2021) a I’aide de I’équation suivante :

__ diamétre de la colonie+diamétre de la zone d'halo
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diamétre de la colonie

Incubation

/
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_ diamétre de la colonie+diamétre de la zone d'halo

SI

diamétre de la colonie

Halo clair autour des
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=

30°C 7 Jours

_ |

Figure 14 : Test de solubilisation du zinc
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I1.3.5. Fixation d’azote atmosphérique

La fixation d’azote a été évaluée sur milieu Norris NF sans azote, additionné de bleu de
bromothymol (BTB) (Annexe I). Des spots de 5 uL d’inoculum par isolat ont été déposés sur
gélose NF, puis incubés a 30 °C pendant 24 h (Fig. 15). Une coloration bleue autour des colonies
indique une fixation positive. L’indice de fixation a été calculé selon Rupareliya et Shukla,

(2026) a I’aide de I’équation suivante :

diamétre de la colonie+diamétre de la zone bleu

diamétre de la colonie
S5 ul Incubation II]
_ > —_—
inoculium DO =0:08 Inoculation par spot sur
& milieu Norris NF + bleu de 30°C 24 heures
bromothymol (BTB)
Calcul de I'indice de “,/ ‘—I
solubilisation (NFI) —
diamétre de la colonie+diamétre de la zone d'halo Coloration bleue
NF\ = autour des colonies
diamétre de la colonie

Figure 15 : Test de fixation d’azote

I1.3.6. Production des sidérophores

La production de sidérophores a été testée sur milieu Chrome Azurol S (CAS) (Annexe
IV). Des spots de 5 pLL d’inoculum par isolat ont été déposés sur gélose CAS, puis incubés a 30
°C pendant 5 jours. Un halo orange indique une production positive (Alexander et Zuberer,
1991) (Fig. 16). L’indice de sidérophore (SI) a été calculé selon Shreshtha ez al. (2025) a

I’aide de I’équation suivante :

__diamétre de la colonie+diamétre de la zone d'halo

SI

diamétre de la colonie
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Figure 16 : Test de production de sidérophores

I1.3.7. Production d'exopolysaccharides (EPS)

La production d’exopolysaccharides (EPS) a été évaluée selon Nicolaus et al. (1999) en

milieu liquide. Des tubes contenant 10 mL de bouillon nutritif (BN) enrichi en glucose a 5 %

(Annexe I) ont été ensemencés avec 100 uL d’inoculum, puis incubés a 30 °C pendant 40 h.

Apres centrifugation (6 000 tr/min pendant 20 min), le surnageant a ét¢ mélangé¢ a de I’acétone

froide (1:2, v/v) et incubé pendant 24 h pour précipiter les EPS. Le mélange a été filtré par

papier filtre prépesé. Apres séchage, le papier a été repesé pour déterminer la masse d’EPS

produite (Fig. 17) (Einizadeh et al., 2025).
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Figure 17 : Test de production d’exopolysaccharide EPS
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I1.3.8. Evaluation des activités enzymatiques des PGPR

I1.3.8.1. Activité de production de I’amylase

L’activité de production de I’amylase a été testée sur gélose a I’amidon (starch agar)
(Annexe I) (Jabiri et al., 2023). Des spots de 5 uL d’inoculum par isolat ont été déposés sur le
milieu, puis incubés a 30 °C pendant 72 h. Aprés ajout de lugol, une zone claire autour des

colonies indique une hydrolyse positive de I’amidon (Fig. 18) (Taoussi et al., 2026).

I1.3.8.2. Activité de production de cellulase

L'activité de production de cellulase a été évaluée selon Bera et al. (2015) sur gélose a
la carboxyméthylcellulose (CMC) (Annexe I). Des spots de 5 pL. d’inoculum par isolat ont été
déposés sur le milieu CMC, puis incubés a 30 °C pendant 48 h. Apres incubation, une solution
de lugol a été ajoutée (pendant 5 min) pour révéler I’hydrolyse de la CMC. Un halo clair autour

des colonies indique une activité positive (Fig. 18).

I1.3.8.3. Activité de production de pectinase

La production de pectinase a été testée sur gélose PSAM (Annexe I). Des spots de 5 uL
d’inoculum par isolat ont été déposés sur le milieu, puis incubés a 30 °C pendant 7jours. Apres
incubation, le lugol a été ajouté (pendant 15 min). Une zone claire autour des colonies indique

une activité pectinase positive (Fig. 18) (Venkata Naga Raju et Divakar, 2013).
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Figure 18 : Test de production des enzyme amylase, cellulase et pectinase

I1.3.8.4. Actvité de production de protéase
La capacité production de protéase des différents isolats bactériens a été testée sur gélose
au lait écrémé (SMA) (Annexe I). Des spots de 5 uLL d’inoculum par isolat ont ét¢ déposés sur

le milieu SMA, puis incubés a 30 °C pendant 48 h (Fig. 19). Une zone claire autour des colonies,
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témoignant de I’hydrolyse des protéines du lait, indique une activité protéasique positive

(Malleswari et Bagyanarayana, 2013; Ntabo ez al. 2018).

I1.3.8.5. Activité de production de lipase
L’activité de production de lipase a été testée sur gélose au Tween 80 (Annexe I). Des
spots de 5 uL d’inoculum par isolat ont été¢ déposés sur le milieu, puis incubés a 30 °C pendant
48 h. Un précipité blanc opaque autour des colonies indique une activité positive (Fig. 19)
(Ilesanmi et al., 2020; Mengstie et al., 2024).
5pl /
M wern 80 0 — J

Incubation

30°C 48 heures

Milieu gélosé a
base de lait ecreme
(SMA)
Inoculum Inoculation par spot
DO = 0,08 (Lipase , Protéase)

calcul de I'indice enzymatique

-
i diamétre de la colonie+diamétre de la zone d'halo
enzl;‘rﬂ:l:;?que= Zone claire autour  Précipité blanc
famd r i des colonies opaque autour
diamétre de la colonie (Protéase) e colonios
(Lipase)

Figure 19 : Test de production des enzymes protéase et lipase

I1.3.8.6. Détermination de I’indice enzymatique
L'indice enzymatique a été déterminé apres chaque test selon I'équation suivante (Ezrari

etal.,2021) :

diamétre de la colonie+diamétre de la zone d’halo

Indice d'activité enzymatique =
y q diamétre de la colonie

I1.4. Analyses multiples des activités PGPR

I1.4.1. Analyse des corrélations

Les relations entre les 11 activités PGP ont été explorées par trois méthodes de
corrélation complémentaires : Pearson, Spearman et dCor. Ces approches capturent les
dépendances linéaires, monotones et non linéaires, fournissant une évaluation robuste des

associations entre variables.
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I1.4.1.1. Corrélation de Pearson

Le coefficient de corrélation de Pearson mesure la force et le sens de la relation linéaire
entre deux variables quantitatives. Il varie de —1 (corrélation négative parfaite) a +1 (corrélation
positive parfaite), une valeur nulle indiquant I’absence de liaison linéaire. Cette méthode
suppose une distribution approximativement normale des variables et est sensible aux valeurs
aberrantes. Elle ne capture que les dépendances lin€aires : une relation forte mais non linéaire
peut ainsi donner un coefficient proche de zéro. Dans cette étude, Pearson a été calculé pour
toutes les paires d’activités PGP, servant a la fois d’exploration initiale et de référence pour les

corrélations non paramétriques.

I1.4.1.2. Corrélation de Spearman

La corrélation de Spearman, mesure non paramétrique basée sur les rangs, évalue la
force et le sens d’une relation monotone (croissante ou décroissante, non nécessairement
linéaire). Son coefficient (—1 a +1) est robuste aux valeurs aberrantes et ne suppose pas la
normalité. Elle a ét¢ employée dans cette étude pour identifier des associations que la

corrélation de Pearson pourrait ne pas détecter.

11.4.1.3. Corrélation de distance (dCor)

La corrélation de distance (dCor) capture dépendances linéaires et non linéaires, sans
hypothése de distribution. Elle varie de 0 a 1 : 0 indique 1’indépendance compléte (Székely et
al., 2007). Dans le cadre de cette analyse, la corrélation de distance a été utilisée pour révéler
des relations non linéaires susceptibles d’échapper aux approches précédentes. Les matrices de
corrélation (Pearson, Spearman, dCor) ont €t¢ comparées, puis une analyse en composantes

principales (ACP) a été réalisée pour visualiser la structure multivariée des données.

I1.4.2. Analyse en Composantes Principales ACP

Afin de synthétiser I’ensemble des résultats et d’explorer les relations multivariées entre
les 11 activités PGPR évaluées, une Analyse en Composantes Principales (ACP) a été mise en
ceuvre. L’analyse des 11 variables a conduit a I’extraction de 10 composantes principales,
classées par ordre décroissant de la variance expliquée. Les deux premieres composantes,
concentrant I’essentiel de I’information, ont été sélectionnées pour la représentation graphique.
Les activités PGP ont ensuite €té projetées sur le plan factoriel défini par ces deux composantes,
permettant ainsi de visualiser les corrélations entre les variables et d’identifier celles qui

contribuent le plus a la structuration des données.
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II1. Résultats et discussion
II1.1. Isolement et identification des isolats

Apres incubation a 30 °C pendant 7 jours sur le milieu d’isolement (PVK) et purification
sur gélose nutritive, 460 isolats présentant un halo de solubilisation ont été sélectionnés a partir
du sol rhizosphérique de 34 échantillons (Fig. 23). L’identification préliminaire de ces isolats a

été réalisée sur la base de quelques tests biochimiques (Annexe VII).

Figure 23 : Isolement sur gélose PVK
II1.1.2. Caractérisauvn vicuuyue
Le test de la catalase s'est révélé positif pour I'ensemble des 460 isolats (100 %).
La recherche de l'oxydase a montré que 49 % des isolats étaient oxydase positive, tandis que

51 % étaient oxydase négative (Annex VI) (Fig. 24).

W Oxydase+

Oxydase-

Figure 24 : Test oxydase
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II1.2. Evaluation des activités PGP
I11.2.1. Solubilisation du phosphate

I11.2.1.1. Evaluation qualitative sur milieu gélosé

La capacité a solubiliser le phosphate inorganique a ét¢ évaluée sur milieu Pikovskaya,
apres 7 jours a 30 °C, un halo apparait autour des colonies (Fig. 25). L’indice de solubilisation,
qui mesure cette capacité, varie selon les isolats. Un clustering des valeurs du SI a réparti les
isolats en quatre catégories (Fig. 26) : 120 négatifs (SI = 1) ; 163 a faible solubilisation (SI de
1,27 pour HH6 a 3,18 pour BE2) ; 109 a solubilisation moyenne (SI de 3,23 pour HI10 a 4,32
pour HQ14) ; et 68 a solubilisation maximale (SI de 4,41 pour HE1 a 8,08 pour HO3).

D’apreés la littérature, Boubekri ef al. (2021) obtiennent un indice de solubilisation (SI)
maximal de 3,17 pour Streptomyces anulatus P16, valeur qui range leur meilleure souche dans
notre catégorie a faible solubilisation (SI compris entre 1,27 et 3,19). Batykova et al. (2025)
rapportent des SI de 2,88 a 4,00 pour Stenotrophomonas indicatrix ASS8, Pantoea
agglomerans AS23 et Bacillus thuringiensis AS31, situant ces souches a la frontiére entre nos
groupes faible (2,88-3,19) et moyen (3,24-4,00). Rupareliya et Shukla, (2026) mentionnent
un SI de 3,8 pour Azotobacter vinelandii PGY 11, ce qui reléve de notre groupe a solubilisation
moyenne (3,24—4,33). A I’opposé, nos 68 isolats a solubilisation maximale (SI de 4,41 & 8,08),
notamment ’isolat HO3 (SI = 8,08), affichent des valeurs trés supérieures a celles des études

citées.

Figure 25 : Solubilisation du phosphate par des isolats sur milieu PVK
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Distribution de I'indice de solubilisation du phosphate par groupe
Groupe 0 = isolats avec indice 1.0 | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne

[=5)

[=2]

i

Indice de solubilisation du phosphate
[\)

¢ “\i‘
]
®
1
Groupe

E Groupe 0 (indice=1.0) - Groupe 1 (Faible) E Groupe 2 (Moyenne) E Groupe 3 (Haute)

Figure 26 : Distribution de I’indice de solubilisation du phosphate par groupe

I11.2.1.2. Evaluation quantitative

La quantification des phosphates inorganiques libérés dans le milieu par les différents
isolats a été effectuée selon la méthode au jaune de vanado-molybdate, apres culture en bouillon
NBRIP (Fig. 27). Les concentrations mesurées s’échelonnent de 3,57 pg/mL a 1 610,71
pg/mL. Un clustering des données a permis de distinguer quatre groupe (Fig. 28) : des 12 isolats
négatifs (production nulle) ; 341 isolats a faible solubilisation (de 3,57 ug/mL pour HN22 a
320,71 pg/mL pour HX6) ; 99 isolats a solubilisation moyenne (de 330,71 pg/mL pour BH29
a 616,42 pg/mL pour BH28) ; et 8 isolats a solubilisation maximale (de 686,42 pg/mL pour
HP3 a1610,71 pg/mL pour HI10).

Amri et al. (2023) ont rapporté des fourchettes de 535,70 a 618,57 pg/mL pour des
souches de Pseudomonas, Stenotrophomonas et Pantoea, lesquelles se répartissent dans nos
catégories moyenne et faible. Salimi ez al. (2025) annoncent des teneurs nettement inférieures
(6,7 a 20,13 pg/mL) pour Enterobacter hormaechei et Enterococcus durans. Jadhav et al.
(2025) communiquent une solubilisation de 7 a 14 pg/mL pour Pseudomonas putida CR1. Par
conséquent, nos 8 isolats a solubilisation maximale (atteignant 1610,71 pg/mL) surpassent trés

largement les capacités des souches rapportées dans ces trois travaux.
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HI10 Témoin

Figure 27 : Dosage de phosphore soluble selon la méthode de vanado-molybdate

1500

1000

500

Phosphate soluble (pg/mL)

o

Groupe 0 = production nulle | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne

Groupe

E Groupe 0 (Prod. nulle) — Groupe 1 (Faible) — Groupe 2 (Moyenne) E Groupe 3 (Haute)

Figure 28 : Distribution de la production de phosphate soluble par groupe

I11.2.1.3. Corrélation entre phosphate soluble et indice de solubilisation

Le calcul de corrélation entre le phosphate soluble et I’indice de solubilisation (SI)

a fourni un coefficient de Pearson tres faible (r = 0,1067), indiquant une liaison négligeable

entre ces deux grandeurs. Ainsi, aucune relation linéaire biologiquement pertinente ne se

dégage :

un SI élevé n’est pas nécessairement associée a une forte concentration en

phosphate soluble. (Fig. 29). Des conclusions comparables ont été rapportées par Baig et al.

(2010) ainsi que par Walpola et Hettiarachchi, (2020)qui mettent en évidence 1’absence
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de corré¢lation entre les méthodes qualitative et quantitative d’évaluation de la solubilisation

du phosphate.

r=0.1067
p=221e-02

Plante d'origine
Ble
Carotte
Féve
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Indice de solubilisation du phosphate
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500 1000 1500
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Figure 29: Relation entre Phosphate soluble et indice de solubilisation du phosphate

II1.2.2. Production de I’acide indole acétique (AIA)

La détection de I’acide indole-acétique (AIA) a été effectuée sur 1’intégralité des isolats,
apres mise en culture dans le milieu LB additionné de tryptophane (100 mg/L). Apres quatre
jours d’incubation sous agitation a 30 °C, I’ajout du réactif de Salkowski a provoqué une
coloration rose (Fig. 30), t¢moignant d’une synthése d’AIA. Les quantités produites s’étendent
de 0,01 a 136,32 pg/mL. Un partitionnement par clustering a dégagé quatre profils (Fig. 31):
10 isolats sans production (nulle) ; 355 isolats a faible production (de 0,01 ug/mL pour HG2 a
15,13 pg/mL pour BB37) ; 75 isolats a production modérée (de 15,43 pg/mL pour BB47 436,12
pg/mL pour BAS) ; et 20 isolats a production tres élevée (de 93,39 pg/mL pour HU17 a 136,32
pg/mL pour HX9).

En comparant nos résultats avec ceux d’autres chercheurs, nos 20 isolats a production
maximale (entre 93,4 et 136,3 ng/mL) sont aussi performants que les souches choisies par
Ferioun et al. (2023), ou les isolats MFF3 et MFF5 produisaient respectivement 141,08 et
96,67 ug/mL. Nos isolats a production moyenne (de 15,4 a 36,1 pg/mL) ressemblent a ceux
de Pseudomonas fluorescens étudiés par Lukkani et Reddy, (2014) (16,6 a 22,5 pg/mL).
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Enfin, nos isolats a faible production (0,01 a 15,1 pg/mL) restent tout de méme au-dessus des

mesures de Kesaulya ez al. (2015), dont les productions ne dépassaient pas 5,8 pg/mL.

Figure 30 : Production de I’acide indole acétique par les isolats
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Figure 31 : Distribution de Production de 1’acide indole acétique (AIA) par groupe

I11.2.3. Solubilisation du zinc

La capacité des isolats a solubiliser le zinc a été mesurée apres leur croissance sur un
milieu B&R contenant 1,0 mg/mL de ZnO. Au bout de 7 jours d'incubation a 30 °C, I’apparition
d’un halo clair autour des colonies montre que le zinc est solubilisé (Fig. 32). L’ importance de
cette propriété est évaluée par un indice de solubilisation, qui n’est pas le méme pour tous les
isolats.

Le regroupement par clustering a divisé les isolats en quatre catégories (Fig. 33) : 129 sans

activité (SI = 1) ; 171 a faible solubilisation (SI de 2 pour HA2 a 4,59 pour HV7) ; 98 a
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solubilisation moyenne (SI de 4,63 pour HP4 a 6,85 pour BB3) ; et 62 a forte solubilisation (SI
de 6,93 pour HQ26 a 12,33 pour HR10).

Si on compare nos résultats a ceux de la littérature, nos valeurs sont bien plus élevées.
Batykova et al. (2025), travaillant sur le blé, n’ont obtenu que deux souches actives : Pantoea
agglomerans AS23 avec un indice de solubilisation (SI) de 3,60, et Bacillus thuringiensis AS31
avec un SI de 2,47. Ranjith et al. (2022) sur le mais, rapportent un SI modéré de 3,51 pour la
souche Alcaligenes sp. RAF5. Dans 1’é¢tude de Zahoor et al. (2022) sur le quinoa, leur
meilleure souche CQ10 (Enterobacter hormachei subsp. hoffmannii) a atteint un SI de 9,33.

Pourtant, 62 de nos isolats dépassent ou égalent cette valeur, et le notre, HR10, arrive a 12,33.

Figure 32 : Solubilisation du zinc pour quelques isolats
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Figure 33 : Distribution de 1'indice de solubilisation du zinc par groupe
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I11.2.4. Fixation d’azote atmosphérique

Aprés 24 heures d'incubation a 30 °C, la capacité des isolats a fixer l'azote
atmosphérique a été évaluée par l'apparition d'une couleur bleue autour des colonies sur le
milieu de Norris NF dépourvu d'azote et additionné de bleu de bromothymol (BTB) (Fig. 34).
L'indice de fixation d'azote (NFI) a ensuite été calculé. Le regroupement des valeurs du NFI
par clustering a produit quatre catégories (Fig. 35) : 83 isolats sans activit¢ (NFI = 1) ; 150 a
faible capacité (NFI de 1,41 pour HO2 a 4,41 pour HP8) ; 136 a capacité intermédiaire (NFI de
4,47 pour HV25 a 6,44 pour HQI15) ; et 91 a forte capacité (NFI de 6,50 pour BB19 a 12,42
pour HS2).

Dans 1’étude de Rupareliya et Shukla, (2026), les indices NFI obtenus pour
des Azotobacter spp. se situent entre 1,6 et 3,6, leur meilleur isolat (PGY11) n’atteignant que
3,6, ce qui correspond, d’apres notre classification, a un niveau faible & moyen. Ainsi, notre
collection renferme des souches nettement plus performantes, la valeur maximale relevée étant

de 12,42 , soit plus du triple de celle rapportée dans leur travail.

Figure 34 : Fixation d’azote par les isolats
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Figure 35 : Distribution de l'indice de fixation d’azote atmosphérique par
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I11.2.5. Production des sidérophores

La production de sidérophores a été examinée sur milieu Chrome Azurol S (CAS) apres
5 jours d’incubation a 30 °C. L’apparition d’un halo orange autour des colonies traduit cette
production (Fig. 36), puis I’indice correspondant (SDR) a été calculé. Le partitionnement des
valeurs du SDR par clustering a permis de séparer les isolats en quatre groupes (Fig. 37) : 98
sans activité (SDR = 1) ; 199 a faible production (SDR allant de 2,00 pour HL5 a 3,69 pour
HP6) ; 145 a production modérée (SDR de 3,72 pour BB1 a 5,39 pour HN21) ; et 18 a
production ¢élevée (SDR de 5,75 pour HN20 a 11,58 pour HM21).

Dans la littérature, les indices de production de sidérophores varient considérablement
selon les ¢études. Kumari et al. (2017) rapportent des valeurs de 1,5 a 2,94 chez des
rhizobactéries antagonistes, tandis que Rupareliya et Shukla, (2026) obtiennent des indices
plus faibles (0,3 a 1,2) chez Azotobacter vinelandii. A I’opposé, Zahoor et al. (2022) atteignent
jusqu’a 7,56 chez Bacillus licheniformis. Dans ce contexte, nos 145 isolats a production
modérée dépassent déja les meilleures performances des deux premicres études, et nos 18
isolats a production ¢élevée (SDR maximal de 11,58 ) surpassent également le maximum publié

par Zahoor et al. (2022).

Figure 36 : Production des sidérophores par les isolats
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Groupe 0 = isolats avec indice 1.0 | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne
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Figure 37 : Distribution de l'indice de production de sidérophores par groupe

I11.2.6. Production d'exopolysaccharides (EPS)

La production d’exopolysaccharides (EPS) a été mesurée apres 40 heures a 30 °C dans
un bouillon nutritif additionné de 5 % de glucose. La quantité synthétisée a été déterminée par
pesée apres filtration et dessiccation (exprimée en milligrammes). La catégorisation des
données par clustering a réparti les isolats en quatre catégories (Fig. 38) : 69 sans production
(nulle) ; 357 a faible rendement (de 6 mg pour HL7 a 34 mg pour HC1) ; 24 a rendement modéré
(de 35 mg pour HI2 a 72 mg pour HP14) ; et 10 a fort rendement (de 84 mg pour HW3 a 197
mg pour HA1).

Une comparaison avec les données publiées fait apparaitre des écarts importants.
Begum et al. (2026)ont mesuré chez des souches de Staphylococcus spp une production d’EPS
qui ne dépasse pas 1 mg, une quantité tres inférieure a celle enregistrée pour nos meilleurs
producteurs. De méme, Devanathan ef al. (2020) ont obtenu, pour des isolats de la rhizosphere
du piment, des productions allant de 0,02 a 0,41 mg, avec un maximum de 0,41 mg

chez Klebsiella sp., des valeurs la aussi nettement en dessous de nos constats.
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Groupe 0 = production nulle | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne
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Figure 38 : Distribution de production d’exopolysaccharides (EPS)
II1.2.7. Evaluation des activités enzymatiques des PGPR

II1.2.7.1. Activité de production d’amylase

La mise en évidence de 'activité amylasique des isolats a été réalisée apreés 72 heures
d'incubation a 30 °C sur gélose a I'amidon. La révélation par le lugol a fait apparaitre une zone
transparente autour des colonies positives (Fig. 39), puis 1'indice d'activité (IA) a été calculé.
La classification des valeurs de 1'[A par clustering a donné quatre classes (Fig. 40) : 192 isolats
sans activité (IA = 1) ; 114 a faible activité (IA de 2,33 pour HP2 a 4,23 pour HY14) ; 135 a
activit¢ moyenne (IA de 4,27 pour HN21 a 7,03 pour HS2) ; et 19 a forte activité (IA de 7,25
pour HQ9 a 11,44 pour BES).

Une comparaison avec les travaux existants révele que les isolats de cette étude
possédent un pouvoir amylasique bien supérieur. Zahoor et al. (2022) rapportent des indices
Al compris entre 2,5 et 4,7 pour des souches issues du quinoa. Ezrari et al. (2021) obtiennent
des valeurs n’excédant pas 2,1 chez des isolats d’agrumes. Taoussi et al., (2026) enregistrent
des Al allant de 1,29 a 2,38 pour des isolats de fraisier. L’ensemble de ces résultats reste tres en

dec¢a de ceux obtenus dans la présente étude, ou I’indice maximal atteint 14,17.
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Figure 39 : Production de I’amylase par les isolats
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Figure 40 : Distribution de 1'indice de production de I’amylase par groupe

II1.2.7.2. Activité de production de lipase

L'activité lipasique des isolats a été détectée apres 48 heures d'incubation a 30 °C sur
gélose additionnée de Tween 80. L'apparition d'un dépdt blanc trouble autour des colonies
traduit une réaction positive (Fig. 41), puis l'indice correspondant (LI) a été calculé. Le
regroupement des valeurs du LI par clustering a fourni quatre ensembles (Fig. 42) : 81 isolats
inactifs (LI =1) ; 203 a faible efficacité (LI de 0,74 pour HI2 a 2,76 pour BAS) ; 128 a efficacité
modérée (LI de 2,8 pour HM24 a 3,669 pour HVY) ; et 48 a trés bonne efficacité (LI de 3,69
pour HU11 a 8,2 pour HI6).

Si I’on se réfere aux travaux publiés, les indices lipasiques obtenus dans cette étude sont
globalement plus élevés. Rupareliya et Shukla, (2026) ont mentionné un indice maximal de

2,8 chez Azotobacter vinelandii PGY11. Admassie ef al. (2022) et Savalia et Dungrechiya,
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(2022) ont quant a eux trouvé des gammes respectives de 1,5 a 6,2 et de 1,2 a 4,5. Les isolats
les plus performants de notre collection ont donné des indices atteignant 8,2, dépassant ainsi les
valeurs maximales rapportées dans ces études. En revanche, les isolats a activité moyenne se

situent dans des fourchettes proches de celles décrites dans la littérature.

Figure 41 : Production de lipase par les isolats
Groupe 0 = isolats avec indice 1.0 | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne
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Figure 42 : Distribution de I'indice de production de lipase par groupe

I11.2.7.3. Activité de production de protéase

La production de protéase par les isolats a été testée apres 48 heures a 30 °C sur gélose
au lait écrémé (SMA). La formation d’un halo transparent autour des colonies traduit une
dégradation des protéines (Fig. 43), puis I’indice protéolytique (PI) a été calculé. Le classement
des valeurs du PI par clustering a distribué les isolats en quatre groupes (Fig. 44) : 129 inactifs

(PI=1); 171 a faible pouvoir (PI de 2 pour HS9 a 4,59 pour HT14) ; 98 a pouvoir intermédiaire
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(PI de 4,63 pour HQ21 a 6,85 pour BB14) ; et 62 a fort pouvoir (PI de 6,93 pour BB46 a 12,13
pour HM13).

Dans les études existantes, Ezrari et al. (2021) signalent que leurs 20 isolats
antagonistes de Neocosmospora solani produisent des protéases, leurs indices protéolytiques
(PI) s’échelonnant de 1,5 a 2,37. Taoussi et al. (2026) notent également une activité
protéolytique chez leurs 11 isolats efficaces contre Pythium irregulare, avec des PI allant de
1,10 a 2,62. Quant a Rupareliya et Shukla, (2026), ils constatent que les souches
d’Azotobacter testées sont protéolytiques, leurs PI se situant entre 1,1 et 3. Par conséquent,
notre travail se démarque par une fourchette d’indices protéolytiques (2 a 12,13) plus large que

celles mentionnées dans ces trois publications.

Figure 43 : Production de protéase par les isolats

Groupe 0 = isolats avec indice 1.0 | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne

Indice de production de protease
[s2]

Groupe

E Groupe 0 (indice=1.0) ' Groupe 1 (Faible) ' Groupe 2 (Moyenne) ' Groupe 3 (Haute)

Figure 44 : Distribution de I'indice de production de protéase par groupe
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I11.2.7.4. Activité de production de cellulase

La capacité des isolats a produire de la cellulase a ét¢ mesurée apres 48 heures a 30 °C
sur gélose contenant de la carboxyméthylcellulose (CMC). La révélation par une solution
d’iode a fait apparaitre un halo clair autour des colonies signant une activité cellulase positive
(Fig. 45), puis I’indice cellulolytique (IC) a été¢ déterminé. Le regroupement des IC par
clustering a séparé les isolats en quatre catégories (Fig.46) : 158 inactifs (IC = 1) ; 58 a faible
efficacité (IC de 1,21 pour BH14 a 3,59 pour HV11) ; 149 a efficacité moyenne (IC de 3,50
pour HVS8 a 5,38 pour BE9) ; et 95 a forte efficacité (IC de 5,48 pour HM22 a 17 pour HJ6).

D’aprés la littérature, Ezrari ef al. (2021) notent que 16 de leurs 20 isolats antagonistes
de Neocosmospora solani sont capables de produire de la cellulase, avec des IC s’étalant de 1,5
a2,62. Taoussi et al. (2026) constatent également une activité cellulolytique chez plusieurs de
leurs 11 isolats efficaces contre Pythium irregulare, leurs indices variant de 0,31 a 3,09. Zahoor
et al. (2022) relévent une activité cellulase chez 11 souches bactériennes de la rhizosphére du
quinoa, les IC se situant entre 3,0 et 6,13. Enfin, Rupareliya et Shukla, (2026) indiquent que
5 de leurs 7 isolats d’Azotobacter sont cellulolytiques, avec des valeurs allant de 1,8 a 3. Dans
ce contexte, notre travail se caractérise par une plage d’indices cellulolytiques (1,2 a 17)

nettement plus large que celles publiées dans ces quatre études.

Figure 45 : Production de cellulase par les isolats
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Groupe 0 = isolats avec indice 1.0 | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne
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Indice de production de cellulase

$ Groupe 0 (indice=1.0) ‘ Groupe 1 (Faible) @ Groupe 2 (Moyenne) E Groupe 3 (Haute)

Figure 46 : Distribution de l'indice de production de cellulase par groupe

II1.2.7.5. Activité de production de pectinase

La production de pectinase par les isolats a été recherchée aprés 7 jours a 30 °C sur
gélose PSAM. La révélation a la solution d’iode a fait apparaitre une zone claire autour des
colonies, ce qui traduit une activité pectinase positive (Fig. 47), puis I’indice pectinolytique (IP)
a été déterminé. La catégorisation des valeurs de I’IP par clustering a fourni quatre ensembles
(Fig. 48) : 96 isolats sans activité (IP = 1) ; 120 a faible rendement (IP de 1,24 pour BG14 a
4,30 pour BA16) ; 155 a rendement moyen (IP de 4,33 pour HR1 a 5,85 pour BE2) ; et 89 a
rendement élevé (IP de 5,91 pour HWS a 14,18 pour HO9).

Comparé aux travaux existants, I’éventail des valeurs obtenues dans cette étude est plus
large. Ezrari et al. (2021) font état d’indices pectinolytiques de 1,24 a 2,70 pour des
rhizobactéries du citrus. Taoussi ef al. (2026) enregistrent des indices plus faibles, variant de
0,10 a 0,30 chez des bactéries du fraisier. Zahoor et al. (2022) relévent quant a eux des indices
intermédiaires, compris entre 2,61 et 5,56. Nos 89 isolats a fort pouvoir (IP de 5,91 a 14,18)

dépassent donc nettement les valeurs citées dans ces trois publications.
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Figure 47 : Production de pectine par les isolats

Groupe 0 = isolats avec indice 1.0 | Groupes 1-3 = clustering | Point noir = moyenne

10 C )

. o @ 0

Indice de production de pectinase

Groupe

E Groupe 0 (indice=1.0) - Groupe 1 (Faible) - Groupe 2 (Moyenne) - Groupe 3 (Haute)

Figure 48 : Distribution de l'indice de production de pectinase par groupe

I11.3. Analyses multiples des activités PGPR

I11.3.1. Analyse des corrélations

I11.3.1.1. Corrélation de Pearson

Les coefficients de corrélation de Pearson entre les 11 activités PGP ont été calculés
(Tab. 1, Fig. 49). Ils varient de —0,15 a 0,33, avec une moyenne arithmétique de 0,08. La tres
grande majorité des valeurs se situe proche de zéro. Une corrélation nulle (r = 0,00) a
notamment été observée entre 1’indice de production de lipase et celui de cellulase, soulignant

I’absence totale de relation linéaire entre ces deux parameétres. Dans I’ensemble, ces coefficients
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révelent des liaisons linéaires globalement faibles, sans qu’aucune association marquée,

positive ou négative, ne se manifeste entre les variables mesurées.
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Figure 49 : Matrice de corrélation Pearson

I11.3.1.2. Corrélation de Spearman

Les coefficients de Spearman entre les 11 activités PGPvarient de —0,11 a 0,37, pour une
valeur moyenne de 0,11 (Tab. 1, Fig. 50). La grande majorité des coefficients est proche de
zéro, ce qui traduit des liaisons monotones globalement faibles entre les parameétres. Les
corrélations les plus €levées (rs=0,37) ont été relevées d’une part entre 1’indice de production
de sidérophores et I’indice de production d’amylase, et d’autre part entre la production d’AIA
et I’indice de fixation d’azote. Ces valeurs indiquent des associations monotones modérées pour
ces deux paires d’activités. Quant aux corrélations négatives, leur ampleur reste trés

limitée (minimum —0,11) et ne suggerent pas de tendance décroissante marquée.
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Figure 50 : Matrice de corrélation Spearman

I11.3.1.3. Corrélation de distance (dCor)
Les coefficients de corrélation de distance varient de 0,06 a 0,37 (Tableau 1, Fig. 51).

L’ensemble des valeurs reste modeste, ce qui indique que les dépendances globales (linéaires

et non linéaires) entre les activités PGP sont globalement faibles.

corrélations de Pearson ou de Spearman, aucun coefficient n’est nul ou proche de zéro :

Contrairement aux

la

valeur minimale de 0,06 montre que toutes les paires de variables partagent une forme de

dépendance, méme ténue. La valeur maximale (0,37) révele une dépendance modérée pour

certaines paires d’activités, sans qu’aucun lien fort ne soit observé. Ces résultats confirment

que les relations entre les parametres PGP sont majoritairement limitées, qu’elles soient

linéaires, monotones ou non linéaires.
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Figure 51 : Matrice de corrélation Distance (dcor)

Tableau 1 : Synthese des coefficients de corrélation (valeurs brutes)

Méthode Moyenne Ecart.type Minimum Maximum
Pearson 0.08160403 0.11332084 -0.1553105 0.3389151
Spearman 0.11820108 0.12846275 -0.1140632 0.3707016
dCor 0.17113890 0.08237736 0.0628372 0.3713991

I11.3.1.4. Comparaison des trois méthodes de corrélation

Les trois méthodes de corrélation offrent des perspectives complémentaires pour
I’analyse des activités PGP. La corrélation de Pearson, qui quantifie les relations strictement
linéaires, varie de —0,15 a 0,33. L’examen du box-plot (Fig. 52) montre que la majorité des
valeurs se concentre autour de zéro, traduisant une liaison linéaire globalement tres faible, bien
plus resserrée autour de la neutralité que pour les deux autres méthodes. La corrélation de
Spearman, fondée sur les rangs, présente des coefficients légerement supérieurs a ceux de
Pearson dans la partie positive (maximum de 0,37 contre 0,34). Le box-plot révele d’ailleurs
un léger décalage vers le haut de sa distribution, ce qui indique qu’elle détecte des tendances
monotones 1a ou Pearson n’observe qu’une absence de relation linéaire. Cependant, les deux
méthodes classiques partagent un point commun : elles comportent toutes deux des valeurs

négatives, traduisant des oppositions faibles entre certaines variables. Enfin, la corrélation de
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distance (dCor) affiche la distribution la plus élevée sur le box-plot, avec un minimum de 0,06.
Par construction, cette méthode repose sur la distance et ne produit que des valeurs positives.
L’absence totale de points proches de zéro montre que dCor capture des dépendances de fond
et des interactions non linéaires globales que Pearson et Spearman sous-estimaient, en restant

bloquées autour de la valeur null.

Les analyses de Pearson et Spearman montrent que I’EPS est systématiquement corrélé
négativement aux autres variables (notamment les enzymes hydrolytiques), traduisant un
arbitrage physiologique. La solubilisation du phosphore (P-sol) est quant a elle la variable la
plus indépendante, avec des corrélations proches de zéro, confirmant sa déconnexion totale des

autres mécanismes PGP.

Les points individuels permettent de visualiser les valeurs négatives de Pearson et Spearman
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Figure 52 : Comparison des coefficients de corrélation

Dans notre étude, les coefficients de corrélation entre les activités PGP se sont révélés
faibles. Ces valeurs sont inférieures a celles généralement rapportées dans la littérature, ou les
niveaux de corrélation sont souvent plus €levés. Ainsi, Rai ef al. (2018) ont mis en évidence
une corrélation positive tres forte (0,99) entre la production d'TAA et celle de HCN, ainsi qu'une
corrélation de 0,95 entre la production de sidérophores et l'activit¢ ACC déaminase. Gupta et

Buch, (2019) ont quant a eux observé une corrélation positive modérée (0,53) entre la
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production de sidérophores et celle de HCN, bien que leurs travaux aient également révélé des
corrélations négatives entre la solubilisation du phosphate et la production d'TAA (—0,11) d'une

part, et avec la production de sidérophores (—0,18) d'autre part.

I11.3.2. Analyse en Composantes Principales (ACP)
L'analyse du cercle de corrélation montre que les dimensions 1 et 2 expliquent 32,7 %

de la variabilité totale des données (19,8 % pour la dimension 1 et 12,8 % pour la dimension 2)

(Fig. 53).

La premiére dimension oppose principalement les variables solubilisation du zinc (Zn-
sol) et activité lipasique (Lip) a l'activité enzymatique cellulolytique (Cel) (Fig. 54). Cette
opposition traduit une corrélation négative entre ces deux blocs de variables. Par ailleurs, les
fortes proximités observées entre la solubilisation du zinc (Zn-sol) et l'activité lipasique (Lip)
indiquent l'existence d'une corrélation positive a l'intérieur de ce groupe. Au vu de ces
caractéristiques, cette premiere dimension peut étre qualifiée d'axe métabolique et minéral ».

La deuxiéme dimension est principalement associée aux activités de production de
sidérophores (Sid), de fixation de l'azote (N-fix), ainsi qu'aux activités enzymatiques
amylasique (Amy), pectinolytique (Pec) et protéolytique (Prot) (Fig. 54), qui présentent des
corrélations positives entre elles . En revanche, la production d'exopolysaccharides (EPS) est
orientée dans la direction opposée sur cette méme dimension (Fig. 53), ce qui indique une
corrélation négative entre la production d'exopolysaccharides (EPS) et I'ensemble de ces
caracteres. Par conséquent, cette deuxieme dimension peut étre définie comme I'axe

enzymatique et nutritionnel ».

Le variable AIA n’est presque corrélée avec aucune autre variable sur les deux premiéres
dimensions. Bien qu'elle suive la méme direction que certaines activités, sa projection reste tres
proche du centre, ce qui montre que ses liaisons sont faibles. Enfin, la variable solubilisation
du phosphore (P-sol) apparait relativement indépendante des autres activités PGP étudiées (Fig.

53).

51



Chapitre 111

Résultats et discussion

contrib

P-sol =Phosphatc soluble (solubilisation P)
AIA = Acide indole acétique
N-fix = Fixation d'azote

Dim2 (12.8%)

EPS = Exopolysaccharides
Zn-sol = Selubilisation du zinc
Sid = Sidérophores

Lip = Lipase

Prot
Pee = Pectinase
Cel
Amy =Amylase

=Protéase

= Cellulase

0.0
Dim1 (19.8%)

0.5 1.0

Figure 53 : Cercle de corrélation ACP

g
g
o
0 -
> > & Y X
‘«9 K & {3 _§ & & & B &

Contributions (%)

0

0

& > & & .

> Q - > &

3 o 5 S & - 5 & o
- q :-" Y [S 3 > "~ &

Figure 54 : Contributions des variables aux composantes principales

A : Dimension 1, B : Dimension 2

Dans notre étude, la premiére dimension (19,8 % de la variance) est structurée par

I'opposition entre le bloc « solubilisation du zinc et activité¢ lipasique » et l'activité

cellulolytique. Cette organisation originale n'a pas été rapportée par Alapati et Saharan,

(2025), chez qui la solubilisation du zinc est au contraire corrélée positivement a la production

d’AIA

et d’ammoniac.
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La deuxieme dimension (12,8 %) associe quant a elle positivement la production de
sidérophores, la fixation de I’azote et les activités amylasique, pectinolytique et protéolytique.
Ce regroupement fonctionnel rejoint les observations de Barbaccia ef al. (2022) et de Voronina
et al. (2024), qui lient la production de sidérophores a d'autres mécanismes clés du biocontrole,

tels que la production de HCN ou l'activité antifongique.

Par ailleurs, contrairement a ces trois études qui décrivent de fortes corrélations
positives entre I’AIA, la solubilisation du phosphore et les autres caractéres PGPR, notre ACP
met en évidence leur comportement indépendant. L’ AIA se positionne presque au centre du
cercle de corrélation, indiquant des liaisons trés faibles, tandis que la solubilisation du

phosphore apparait comme une variable isolée.
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Annexe I : Composition des milieux de culture

1. Gélose nutritif (par litre)

Peptone .....cooviiiiiiiiii i 10g
NACT e 5¢g
EXtrait de IeVUIE ......ooviiiiiiiiece 3g
Extrait de VIande.........coouiiiiiiiiiii i 3g
pH = 7+0,2.

2. Gélose PVK (par litre)

GIUCOSE ..ottt 10g
EXtrait de LeVUIE .....cceeeiiiiiiieie e 0,5g
KCT s 0,2g
INACT e 0,2g
(NH4)2:SO04 e 0,5g
MESO4.TH20 ...t 0,1g
MNSO4H2O . 0,Img
FEeSO4 uiiiiiiiiii 0,1lmg
Ca3(PO4) 2t s 5g
pH=7,0.

3. Bouillon NBRIP (par litre)

GIUCOSE ...t 10g
(INHZA)2.S Ot 0,1g
MESO4.TH20 ..ot 0,25g
KL 0,2g
MECL2.60H20 ...t 5g
O KT 2O ) L 3O S5¢g
pH = 7+0,2

4. Bouillon LB (par litre)

TIYPLONE .o 10g
EXtrait de IeVUIE .....c.ooviiiiiiiic S5¢g
INACT e 5¢g
pH =7+0,2
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5. Bouillon nutritif (BN) (par litre)

Peptone ......cocvviiiiiiiii i Sg
EXtrait de IOVUIE .....cuvviiiiie it 2g
Extrait de VIande.........coouiiiiiiiiiiii i g
INACT it 5¢g
pH = 7+0,2.

6. Milieu NF (par litre)

ACIAE MALIQUE ... S5¢g
KOH o 4g
K2HPO4TH20 oo 0,5g
MESO4.TH2O ... 0,2g
CACI2.2HO0....oooeeeeeeeeseees oot 0,002¢g
INACT s 0,1g
FESO4.7TH2O ittt 0,5g
Bleu de bromothymol dans (solution KOH 2N) ........cccocoiiiiniiiniciiieninns 2ml
N A OO A e i, 2mg
MNSO4.TH20 ..o 10mg
pH = 6,8+0,2.

7. Milieu Bunt _and Rovira (B&R) (par litre)

GIUCOSE ...ttt 10g
Peptone ..o lg
EXtrait de IeVUIe .......ccooiiiiiiiiii lg
KOHPOM ... 0,18g
MECI20HO .. 0,2g
(INHA)20S O 0,5
pH=7,2.
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8. Gélose a I’amidon (par litre)

MESO4-TH20 ..ot 0.5g
PEPLONE oeeiiiiiiceee e 0.5¢
KT s 0.1g
NaAH2PO4 oo 0.1g
(0N 20T @ 0.1g
ANIAON .. 20g
pH = 7+0,2.

9. Gélose au Tween 80 (par litre)

PePLONE ..o 10g
NACT o 15g
CaACL2.2ZH20 s 0,1g
TWEEN 80 .. 10ml
pH = 7+0,2.

10. Milieu SMA (par litre)

GIUCOSE ...ttt lg
EXtrait de LOVUIE ....uvvvieiiee ittt 2,5
(O 11 | o TSP PT PR S5¢g

Lait écrémé70g
pH=7,0.
11. Milieu CMC (par litre)

Peptone ..o 2g
KCCT bbbt 0,5¢g
MESO4-TH2O ..t 0,5¢g
INANOG .o es st s et 2g
ICOHP O ..o lg
Sel de carboxyméthylcellulose...........cociiiiiiiiiiiiii 2g
pH = 7+0,2.
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12. Milieu PSM (par litre)

MESO4-TH2O .. 0,1g
(O] 3 10 5 0 3g
K P O e, 2g
|3 5 U 3g
PECLINE . 10g
pH=7,0.
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