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Résumé : ce travail vise 1’utilisation de six isolats d’actinobactéries rhizospheriques isolés de sols sahariens dans
le biocontréle de Bipolaris sorokiniana et dans la promotion de la croissance des plantules de blé dur. La
détermination in vitro de I’activité antifongique vis-a-vis de B. sorokiniana et des caractéristiques physiologiques
et enzymatiques (la production de I’acide indole-3-acétique, des siderophores, et la solubilisation des phosphates
inorganiques) ont permis de sélectionner deux isolats d’actinobactéries (MB 29 et ZS1) pour un essai de
biocontréle in vivo en sol stérilisé et non stérilisé et ce en comparaison avec un fongicide systémique
(Difenoconazole). Les résultats obtenus montrent que la souche Saccharothrix longispora MB29 présente
I’activité antifongique la plus élevée. En outre, elle a diminué significativement (P<0.05) I’incidence de la
maladie comparativement a la souche Streptomyces sp. ZS1. Cependant, une différence non significative a été
observée en comparaison avec le Difenoconazole. La souche S. longispora MB29 montre une capacité de
promouvoir la croissance des plantules de blé dur.

Mots clés : actinobactéries, biocontrdle, Bipolaris sorokiniana, Saccharothrix longispora MB29, bl¢ dur.
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1. INTRODUCTION

L’inquiétude envers les maladies phytopathogénes devient de plus en plus grave du
fait de ’extension des cultures intensives [1].Les microorganismes pathogenes et surtout les
champignons telluriques, sont difficiles a contrdler, parce qu’ils peuvent survivre dans le sol
pour de longues périodes [2]. L'utilisation répétée des fongicides entraine souvent la pollution
de l'environnement et 'apparition de souches résistantes, et augmente la quantité des résidus
pesticides sur les fruits en provoquant un risque d’apparition des maladies graves pour 1’étre
humain [3].Une recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes alternatives
pour la protection des végétaux, qui sont moins dépendantes des produits chimiques et sont
plus respectueux a l'environnement [4]. Les actinobactéries sont connus pour leur production
de métabolites bioactifs. Leur capacité a coloniser la rhizosphére et les racines des plantes, a
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contrdler les microorganismes phytopathogenes et a former des spores adaptées pour la
formulation de produits stables, sont des caractéres important pour la réussite du biocontrole
[5].

L’objectif de notre étude vise 1’étude des isolats d’actinobactéries endophytes et
rhizospheriques dans le biocontrole de Bipolaris sorokiniana et dans la promotion de la
croissance des plantules de blé dur variété vitron.

2. MATERIELS ET METHODES
Les souches d’actinobactéries utilisées dans cette étude ont été isolées de plantes spontanées
sahariennes [6] et de sols sahariens (collection de LBSM de Kouba, Alger, Algérie).
» Lactivité antifongique des souches des souches d’actinobactéries a été évalué par la
méthode des stries croisées vis-a-vis le champignon cible sur le milieu ISP2.
> Les souches d’actinobactéries les plus actives ont été choisies pour une étude plus
détaillée de ses caractéristiques physiologiques et enzymatiques: la production de
I’acide indole-3-acétique, de I’acide cyanhydrique (HCN), des sidérophores, 1’activité
chitinolytique, et la solubilisation des phosphates inorganiques.
» Les souches d’actinobactéries retenues a I’issu de 1’activité antifongique ont fait
I’objet d’un screening in vivo en sol stérilisé et non stérilisé et ce en comparaison avec
un fongicide systémique de synthése chimique (Difeconazole).

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Evaluation in vitro de ’activité antifongique des souches d’actinobactéries

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 1, les isolats MB29, ZL2 et PT2 ont une
action inhibitrice sur le champignon testé, avec une zone d’inhibition supérieure a 20 mm,
I’isolat Saccharothrix longispora MB29 présente ’activité antifongique la plus ¢élevée ou la
zone d’inhibition était de 29 mm.

3.2. Caractéristiques physiologiques et enzymatiques des souches d’actinobactéries
retenues

Les ) Solubilisation des phosphates
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3.3. Biocontréle in vivo de Bipolaris sorokiniana

Les résultats obtenus montrent que la bactérisation des graines de blé dur par les
spores de S. longispora MB29, a permis de diminuer significativement I’incidence de la
pourriture racinaire ( P < 0,05) avec des valeurs allant de 38 % (en sol stérilis¢ ) et de 26,4%
(en sol non stérilis¢), des différences non significatives sont observées entre et le
Difenoconazole et les I’ isolat S. longispora MB29, la bactérisation des graines par les spores
de S. longispora MB29 améliore le poids sec, la longueur des tiges et des racines des plantules
de blé dur.

4. CONCLUSION
La souche S. longispora MB29 isolée de sols sahariens ouvre des perspectives
prometteuses pour une exploration possible dans le domaine du biocontrole de la pourriture
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racinaire causée par B. sorokiniana et dans la promotion de la croissance du blé dur.
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Résumé : L’évaluation de la biodiversité symbiotique de 48 bactéries isolées a partir des nodosités de /’Arachis
hypogaea L. cultivée a Ghardaia, a permis d’une part, de déterminer le niveau de variabilité phénotypique des
souches isolées et d’autre part, d’évaluer le comportement des bactéries face aux différentes conditions
environnementales prédominantes dans les sols sahariens.

L'analyse de la vitesse de croissance des souches isolées, a révélé une variabilité entre elles ; celles a
croissance rapide, moyenne et lente. Ce résultat explique qu’il s’agit probablement d’espéces rhizobiénnes
différentes.

La caractérisation phénotypique a mis en évidence une limite de tolérance de ces souches variant respectivement
de 160 a 640 mM pour le NaCl et de 4 a 45°C pour la température. L’antibiogramme a révélé une importante
résistance des souches aux 12 antibiotiques testés avec (86,20%), (87,93 %) (62 ,06%) et pour Amp, Peni Chl
respectivement. Cette antibiorésistance intrinséque est un signe de compétitivité des souches avec d’autres
populations microbiennes dans le sol.

En revanche, I'évaluation de 1'efficience symbiotique des isolats testés, en association avec 1’arachide, a permis
d'identifier 45 souches particuliérement infectives. Parmi ces derniéres 44 souches effectives dont 14 classées
comme hautement symbiotiques.

Mots clés : rhizobia, caractérisation phénotypique, inoculation, fixation d’azote, archide, Sahara.
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1. INTRODUCTION

Les zones arides et semi arides couvrent approximativement quatre dixiéme des
régions terrestres du monde. Selon la FAO (1993), 66% de ces zones écologique se situent sur
le continent Africain. En Algérie, I’étage bioclimatique saharien couvre 89.5% de la
superficie globale [1].

Le sol constitue un support pour différents cycles d’échanges d’énergie et de transfert
de substances entre les différentes entités qu’il abrite. Les sols sahariens, généralement
pauvres en matiere organique, ¢été considérés comme des milieux stériles, mais les travaux
d’exploitation ont montré qu’il existe des especes microbiennes, qui s’adaptent aux différents



Ressources et potentialités agrobiologiques des sols sahariens Communication poster

systémes culturaux [2, 3]. Dans ces sols, la production agricole et les rendements des cultures
sont largement tributaires de la disponibilité en eau et en azote.

Les associations symbiotiques fixatrices d’azote sont trés diversifiées et sont
responsables de prés de la moitié de la fixation biologique d’azote moléculaire du globe [4].
Les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote, bien que constituant sur le plan morphologique
et écologique, un groupe assez homogene, offrent cependant une certaine variation dans
I’aptitude a réaliser la symbiose avec les différentes Fabaceae [5].

L'exploitation de cette symbiose dépend de nos connaissances, non seulement sur le
couple plante-bactérie, mais aussi sur le couple bactérie-sol, dont l'identification de la bactérie
symbiotique constitue un préalable a toute application de ces microrganismes telluriques dans
ces milieux [6, 7].

L’arachide (Arachis hypogaea L.) est I'une des plus importantes oléagineuses
cultivées dans le monde, notamment dans les régions arides et semi-arides de I’ Afrique. Son
succes est li¢ a ses nombreuses utilisations alimentaires et fourrageres [8]. Sa culture prend de
I’ampleur en Algérie ou elle est cultivée dans plusieurs wilayas de 1’Est (Taref, Guelma et
Skikda), Sud Est (Guardaia et El oued) et le Sud Ouest (Adrar) [9]. C’est une 1égumineuse qui
peut utilisée 1’azote atmosphérique en association symbiotique avec les rhizobiums, pouvant
fournir jusqu’a 30% de 1’azote nécessaire a la plante, ce qui permet en effet de limiter les
apports d’engrais azotés, colteux et polluants, dans les écosystémes cultivés mais aussi
assurer le maintien de la fertilit¢ des sols dans les milieux naturels. Cependant, la quantité
d’azote fix¢é est influencée par plusieurs facteurs : la souche bactérienne, la plante hote et les
conditions du milieu [8].

L’introduction d’inoculum n’a souvent été d’aucun effet sur 1’augmentation du
rendement de certaines cultures de légumineuses a cause de la grande compétitivité avec les
souches des rhizobia indigeénes. Ces derniers représentent donc un réservoir important dans un
environnement donné grace a la résistance qu’ils ont développé au fil du temps pour survivre
et persister [10].

Ainsi, I’exploitation effective de la fixation symbiotique de 1’azote pour I’amélioration
de la production agricole exige non seulement la sélection du meilleur cultivar héte mais
¢galement que la population des rhizobia natifs soit correctement et suffisamment
caractérisée.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Isolement des bactéries

La collecte des nodules est réalisée par deux méthodes soit directement a partir des
racines de 'arachide cultivée dans wilaya de Ghardaia, principalement les régions de Sebseb
et El Mansoura, soit par piégeage des rhizobia présente dans le sol cultivé par 1’arachide,
selon les techniques préconisées par [11, 12].

L’isolement a été réalisé selon la méthode de [11], sur milieu Yeast-Mannitol-Agar.
Les boites sont incubées de 3 a 7 jours a 28°C.

2.2. Caractérisation phénotypique et physiologique des isolats

Afin d'identifier les bactéries isolées, nous avons procédé a une coloration de Gram
permettant de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne.

Aprés purification des bactéries selon la technique de [11] et incubation a 28°C
pendant 4 a 7 jours, une analyse visuelle de 'aspect des colonies a été faite [13]. Les critéres
choisis sont relatifs a la forme, la taille et la consistance des colonies.

En vue d’évaluer la vitesse de croissance et absorption du rouge Congo, les isolats,
apres purification, ont été cultivés sur milieu YMA + bleu de bromothymol 0,005% et sur
YMA + rouge Congo 0,0025% et incubés a I’obscurité a 28°C jusqu’a 7jours selon [12].
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Les tolérances aux facteurs de stress a savoir la température et la salinité ont été
effectué¢ par culture des souches en milieu liquide dans des tubes contenant 5 ml d'une
solution YEM liquide et inoculée par une pré-culture en phase exponentielle. Trois répétitions
ont été réalisées pour chaque type de stress.

La tolérance des souches a la salinité, a été testée sur YMB avec différentes
concentrations de NaCl [0], [40], [80], [160], [230], [640], [1286]. La capacité des souches a
tolérer la température a été réalisée par la mise en culture des isolats aux différentes
températures : 4°C, 25°C, 28°C, 37°C, 40°C, 45°C.

Aprés une incubation a 28°C pendant 3 jours en agitation (150 rpm), la limite de
tolérance aux différents stress a été évaluée par mesure de la densité optique (DO) a 600 nm.

2.3. Résistance intrinséque des isolats aux antibiotiques

La méthode utilisée est basé sur I’observation de la croissance bactérienne en présence
des antibiotiques, par diffusion, a partir des disques dans un milieu gélosé. Les différents
diamétres des zones d’inhibitions sont mesurés.

Les antibiotiques testés sont : Acide nalidixique , Acide pipemidique , Amikacine,
Amoxiciline, Cefataxine, Gentamycine, Lincomicyne, Erythromycine, Oxacilline, Pénicilline,
Tétracycline , Streptomycine, Kanamycine, Vancomycine. Les boites ont ét¢ incubées a
28°C pendant 07 jours.

2.4. Caractérisation symbiotique

L'habileté des microorganismes a noduler et a fixer 1’azote avec la plante-hdte est un
caractére important pour les rhizobia ou bactéries nodulant les Légumineuses (B.N.L.) [14].
Les tests de nodulation ont été conduits dans des jarres traditionnelles de Leonard [11, 15].

Les graines d'Arachide, stérilisées et imbibées ont ét¢ semées dans les jarres a raison
de 3 graines par jarre a 3cm de profondeur. L’irrigation a été pratiquée 3 fois par semaine par
l'eau distillée jusqu’a la germination. Les jarres ont été ensuite inoculées avec 2ml de la
suspension bactérienne cultivée sur milieu YMB de 3jours a 28°C, puis placées sous serre.

L’irrigation des jarres a été effectuée aseptiquement avec la solution nutritive
Féhreus[ 15]. Plusieurs parameétres ont été évalués a savoir : la nodulation, la hauteur des tiges,
biomasse séche aérienne, la teneur en azote total par la méthode Kjeldhal.

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS
3.1. La caractérisation phénotypique

Les 48 isolats obtenus ont form¢é sur le milieu YEM solide des colonies circulaires a
ovoides de diamétre variable et d'aspect différents. La vitesse de prolifération est variable et
les premicres colonies apparaissent au bout de 2 jours. Un mucus de consistance coulante et
d'aspect translucide a été observé chez les souches a croissance rapide ; alors que celles a
croissance plus lente avaient développé une consistance épaisse avec une teinte blanchatre.

La coloration de Gram a montré que les isolats testés sont des Gram- en forme de
batonnets de I'ordre de a 0,5 a 1 um de long, ce qui confirme leur appartenance a la Famille
des Rhizobiaceae.

L’acidification et 1’alcalinisation du milieu YMA a été utilisée comme un outil pour
indiquer le caractére général des Rhizobiums. L’acidification du milieu de culture est due a
I’excrétion des polysaccharides. En effet, les rhizobiums a forte production de cette gomme
acidifient le milieu tandis que les rhizobiums qui en produisent peu, ont tendance a
’alcaliniser [16].

L’acidification, la taille et la forme des colonies nous ont permis de regrouper les
isolats en 3 catégories : 27 souches a croissance rapide, 11 souches a croissance lente et 10
souches a croissance intermédiaire. Les souches a croissance rapide sont considérées,
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généralement, comme des bactéries acidifiantes. Par conséquent, elles devraient changer la
coloration du BTB vers le jaune contrairement aux souches a croissance lente qui sont
considérées comme des bactéries qui alcalinisent le milieu de culture. [13,17] ont rapporté que
80% des souches testées de Rhizobium et d’Agrobacterium ont pu donner des réactions
positives avec le YEM + BTB, alors que les souches de Bradyrhizobium ont toutes donné des
réactions négatives.

3.2. Effet de l1a température et de la salinité

La plupart des souches de la collection tolerent des températures variant de 4 a 45°C.
La majorité des souches se sont développées aux températures 37 et 40°C. Cependant, nous
avons enregistré une baisse de la croissance des souches a 45°C.

La figure 1 montre que toutes les souches présentent une bonne croissance entre 25°C
et 37°C. Les souches thermo-tolérantes peuvent ne pas croitre a une température élevée
déterminée (40 et 45°C) mais peuvent plutdt survivre a un rythme tres ralenti. La température
28°C est considérée comme une température optimale pour l'obtention d'une croissance
potentielle avec un temps de génération rapide. [18,19] suggerent que la température idéale
pour la croissance rhizobiénne est de 28°C pour la croissance de ’espece Mesorhizobium
ciceri. Les souches rhizobiales isolées par [20] peuvent également croitre a 4°C et a résistent
des températures tres élevée de 40°C a 44°C.

Plusieurs études ont rapporté que les rhizobia d’arbres légumineux ont 1’aptitude de
tolérer une température de 40°C [21, 22]. Néanmoins, [23] ont montré que quelques souches
de Rhizobium phaseoli peuvent tolérer des températures de 45°C a 47°C. Ces mémes auteurs
[24] ont rapporté que méme si ces souches peuvent bien tolérer les hautes températures, elles
perdent en revanche leur capacité infective.

2
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La majorité des souches présentent une bonne tolérance a la salinité. Les isolats ont
montré une large variabilit¢ d’halotolérance d’une station a une autre et d’une souche a une
autre. Les meilleures valeurs de croissances ont été obtenues pour les concentrations 0, 40, 80
et 160 mM d’NaCl. Pour les concentrations 320 et 640 mM d’NaCl, la croissance des souches
a diminué progressivement en fonction de 1’augmentation de la concentration en sel.

Cependant, la croissance a été fortement affectée par la concentration de 1280 mM
d’NaCl, pour toutes les souches. Ces résultats vont avec ceux de [25] qui ont montré que la
sensibilité des souches de rhizobium a la salinité varie d’une souche a une autre. Ainsi, la
tolérance au sel qui caractérise les souches étudiées pourrait €tre en rapport avec le taux de
salinité du site d’isolement. Un résultat similaire a été rapporté par [26], pour des souches de
Mesorhizobium nodulant le pois chiche au Maroc et par [27] pour des souches nodulant
I’Acacia en Libye.
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3.3. Résistance intrinséque aux antibiotiques
De manicre générale, les isolats ont exhibé une grande résistance aux antibiotiques
testes.

EResistants ® Intermediaires Sensibles

100 5

0 =

Souchestolérantes
v
Cr—
—
|
B
| |

& £ & B < & ¢
$ O R & A& ) 5 o
F F ¥ & F N ¢ & R 2 5%
o & O @ Q¥ & &« ' & ¢ K
& & » < & o & +'\‘
. 8
& A &

Antibiotiques {pg/mi)
Figure 3. Résistance intrinseque des isolats nodulant
I’arachide aux différents types d’antibiotiques

Il ressort des résultats ( Fig. 3) que les isolats ont montré une résistance bien marquée
aux antibiotiques de la famille des B lactame: Péniciline ( 90%) et Spiramycin ( 98%).  Les
souches se sont montrées plus résistantes au Netilmicin, a Cefazolin et a la Chloramphenicol,
avec des pourcentages de résistance de 100%, 96.55% et 62.06% respectivement. Par ailleurs,
une sensibilité a été plus marquée avec 1’Acide pipemidique et 1’acide naludixique. [14] ont
rapporté que I’effet inhibiteur d’un antibiotique dépend de sa nature et de sa concentration
dans le milieu et que le degré d’inhibition est variable d’une espeéce a une autre et d’une
souche a une autre. [13] a montré que les souches a croissance rapide sont plus sensibles a la
tétracycline et a la streptomycine alors que les Bradyrhizobia sont plus résistants aux
antibiotiques. Le méme résultat a été rapporté par [28].

3.4. Caractérisation Symbiotique

Cette caractérisation a été effectuée afin d’évaluer la diversité des souches, associées a
I’arachide par leur potentiel infectieux et fixateur, afin de repérer les souches les plus
efficientes. La capacité symbiotique d’une souche de rhizobiums est évaluée par deux
paramétres: son infectivité et son efficience.

Les résultats obtenus montrent que 1’Arachis hypogaea L. a pu étre nodulé par 45
souches sur 48 souches testées.

La localisation des nodosités sur le systéme racinaire de la plante a montré également
une grande variabilité. Certaines nodosités ont été localisées sur la racine principale alors
que la grande majorité ont été plus dense sur les racines latérales. La forme déterminée des
nodosités s’est révélée pour toutes les souches.

Une large variabilité de la capacité infective des souches a ¢été mise en évidence. En
effet, méme si I’inoculation des plantes par les différentes souches rapportait un nombre
moyen de bactéries de 1’ordre de 10® b/ml, le nombre moyen des nodosités formées par plante
est variable d’une souche a 1’autre. La souche la plus infective est la EMA1 de la station d’El
Mansoura avec 30 nodosités formées par plante. La souche EP 42, la moins infective, a pu
induire la formation de 1nodule.
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Ces résultats sont comparables a ceux trouvés par [29] dans une étude visait a
¢valuer la diversité et l'efficacité symbiotique des rhizobiums de 1'arachide région du sud-est
du Brésil.
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Figure 3 :Variations de la réponse de I’arachide a I’inoculation par
les souche des différentes stations

L’effet de I’inoculation sur la croissance des plantes hotes varie en fonction des
souches bactériennes. Les résultats obtenus s’accordent avec ceux trouvés par [10] qui
montrent qu’avec toutes les souches, I’inoculation a amélioré favorablement Ile
développement des parties aériennes par rapport aux témoins. Cette augmentation a été
constatée ¢galement par [30] pour 1’arachide et [26] chez le pois chiche.

Les isolats étudiés montrent une grande variabilité par rapport a leur efficacité
symbiotique. La biomasse seche aérienne des plantes varie selon I’inoculant de 0,501 a
2,023 g/plante. Toutefois, les résultats suggerent un effet positif de la nodulation sur la
croissance. En effet, la comparaison des résultats de croissance végétale et de nodulation
montre qu’en moyenne la station ou la nodulation des plantes est la plus élevée est également
celle pour laquelle la biomasse aérienne est la plus importante.

Toutes les souches testées ont permis un gain en matiere seéche supérieur a celui de
TO (0,501g /plante). En moyenne, les souches de HBA et celles d’El Mansoura sont les plus
efficientes avec (1,517 g /plante) et (1,013 g /plante). La variabilité de 1'efficacité symbiotique
entre les isolats a été noté aussi lors de I'évaluation des cultures de rhizobium de diverses
especes de légumineuses tropicales [31, 32] L’ensemble des données obtenues montre que les
rhizobia testés ont pu fixer I’azote, qui ce traduits par un apport en moyenne de 0.94% du
poids sec chez toutes les souches par rapport au témoin non inoculé TO (0,14%). Les teneurs
moyennes les plus élevées sont marquées par les souches de HBA et El Mansoura.

4. CONCLUSION

La caractérisation phénotypique des différentes souches nodulant I’arachide permet
de démontrer 1’existence de variations phénotypiques entre les souches rhizobiales et de
sélectionner celles qui présentent une bonne capacité de fixation de 'azote atmosphérique en
conditions de culture stressantes, comme la salinité, la sécheresse et la température pour la
production d’inoculum.
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