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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La tomate est un fruit charnu considéré comme I'un des Iégumes les plus importants dans
I'alimentation humaine. Elle est devenue, au fil des ans, un élément inéluctable de la
gastronomie de plusieurs pays (Blancard, 2009). Contrairement a la plupart des fruits, elle est
un aliment trés peu énergétique, car prise crue, elle n’apporte qu’environ 15 kcal/100 g et 20
kcal/100 g a I’état cuit. La tomate comme La plupart des 1égumes, présente une bonne densité
nutritionnelle avec : 94% d’eau et 6% de matiére seche composee de 50% de sucres (fructose
et glucose), 25% d’acides organiques (Acides citriques et maliques), 8% de minéraux, 2%
d’acides aminés, de caroténoides et autres métabolites secondaires, c¢’est aussi une source de
fibres (2 g /1009) soit le quart des .apports nutritionnels conseillés (Davies et Hobson, 1981).

La culture de la tomate en Algérie se place en seconde position apres la pomme de terre.
En effet les conditions climatiques des régions productrices de tomate sont treés favorables
Pour I’obtention de bons rendements (Zidani, 2007). La salinité des sols et des eaux
d’irrigations constitue un facteur limitant de la productivité végétale ( Baatour et al., 2004).
Selon le programme des nations unies de I’environnement, 20% des surfaces agricoles sont
affectées par la salinité (Ghassemi et al., 1995; Flowers et Yeo, 1995). En effet, pour
résoudre le probléme de la salinité et afin de limiter les effets délétéeres du NaCl sur les
plantes, certaines méthodes sont appliquées telles que le drainage et I’utilisation de I’eau
d’irrigation mais elles sont assez difficiles et coliteuses ce qui limite leur utilisation. La voie
biologique constitue la stratégie la plus fiable, elle consiste a utiliser les bio-fertilisants
(actinomycetes).

Les actinomycetes représentent un groupe de bactéries trés important qui vive
majoritairement dans le sol . Ces micro-organismes peuvent affecter directement ou
indirectement la croissance des plantes, Elles sont impliquées dans la
décomposition de la matiere organique, la production des antibiotiques, des vitamines et des
enzymes , De plus, certaines souches sont capables de solubiliser de phosphore et de produire
I’acide indole acétique (GHAMEZ ,2015). L’effet négatif de la fort salinité peut étre observé
au niveau de la plante entiere comme de la mort de la plante et ou la diminution de la
productivite .beaucoup de la plantes développent des mécanismes adaptatifs soit par exclusion
de sel de leur cellules ou pour la tolérance de sa présence dans les cellules (parida et das,
2005)

Page 1



INTRODUCTION

L’objectif de notre travail est d’utiliser des souches actinomycetes dans les conditions
des stress salin pour étudier I’amélioration de la tolérance au stress salin chez la tomate par les
actinobactéries, nous avons étudiés les parameétres (poids sec, poids frais, teneur en eau , sucre
totaux, proline, catalase, peroxydase).

Cette étude comporte quatre chapitres. Les deux premiers chapitres ont été réservee a une
étude bibliographique, pour cerner toutes les données de la problématique. Le premier
chapitre a porté sur une présentation et description de espece etudiée ainsi que ses différentes
caractéristiques .le deuxiéme chapitre étudie 1’effet de la salinité sur les plante cultivées ,dans
le troisieme chapitre nous avons présenté le matériel végétal, Le matériel végétal est composé
de graines de tomate ,on a utilisé aussi quatre souches bactérienne, les différents méthodes
appliquées pendant la croissance de tomate et les paramétres étudiés .la présentations des
résultats et leurs discussions ont été présentée dans le quatrieme chapitre .

Enfin, dans la conclusion nous avons synthétise les différents résultats obtenus de cette étude.
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Chapitre | Partie Bibliographique

1. Historique et importance économique de la tomate
1.1 Historique

La tomate (LycopersiconesculentumMill) est originaire des Andes d’ Amérique du Sud,
dans une zone allant du sud de la Colombie au nord du Chili et de la cote Pacifique, aux
contreforts des Andes (Equateur, Pérou). Elle fut domestiquée au Mexique, puis introduite en
Europe au XVIE™ sigcle par les Espagnols avant méme la pomme de terre et le tabac
(Shankara, 2005). Le genre Lycopersiconcomprend neuf espéces, dont une seule ;
Lycopersiconesculentumsous sa forme sauvage ceraciforme qui pourrait étre directement a
I’origine des autres variétés, a émigré vers le Sud de I’Amérique du Nord (Chaux et
Foury,1994).

Au départ, les européenne 1’exploitérent pour un usage purement ornemental et évitérent sa
consommation, a cause des liens de parenté botanique tres étroits avec certaines especes
végétales connues comme plantes vénéneuses en 1’occurrence, Hyocinusniger, Lycopersicon
atropa (Kolev, 1976).

En effet, elle a été longtemps considérée comme une plante toxique, au méme titre que sa

cousine « la mortelle Belladone ».

Ce n’est que vers les années 1920-1930 qu’elle commenca a étre largement commercialisée

(Menard, 2009).

En Algérie, ce sont les cultivateurs du Sud de I’Espagne (Tomateros), qui 1’ont introduite en
raison des conditions climatiques qui sont propices pour sa culture. Quant a sa consommation,
elle a commencée dans la région d’Oran en 1905 puis, elle s’étendit vers le centre, notamment

au littoral algérois (Latigui, 1984).

1.2 Importance économique
1.2.1 Dans lemonde

La tomate est I’'une des principales productions légumieres dans le monde, et particulierement
dans les pays tropicaux et les pays du bassin méditerranéen, elle est cultivée dans plus de 130
pays sur une surface avoisinante 2,5 millions ha (Blancard, 2009). La production mondiale
est estimée a 159.03 millions de tonnes en 2011 cultivé sur une surface d’environ 4,73
millions Ha (FAO, 2011). Le tableau ci-dessous montre la variation de la production

mondiale de tomate en 2011.

Page 3



Chapitre |

Partie Bibliographique

Tableau I : Les principaux producteurs de tomate au niveau mondial en 2011 (FAO, 2011).

Le Le Pays Production* Le Le Pays Production*
classement classement
1 Chine 48.57 8 Brésil 441
2 Inde 16.82 9 Espagne 3.82
3 Etats-Unis 12.62 10 Ouzbekistan 2.58
4 Turquie 11.00 11 Mexique 2.43
5 Egypte 8.10 12 Russie 2.20
6 Iran 6.82 13 Ukraine 211
7 Italie 5.95 14 Tunisie 1.28

* - Millions de tonnes

1.2.2 En I’Algérie

La culture de la tomate en Algérie se place en seconde position aprées la pomme de terre. En

effet les conditions climatiques des régions productrices de tomate sont trés favorables pour

I’obtention de bons rendements (Zidani, 2007).

Le tableau suivant montre la variation de la production Algérienne de la tomate (FAO, 2011).

Tableau Il : Evaluation de la production de la tomate en Algérie pendant (2001-2011)

(FAO,2011).
Année Production Rendement Surface cultivée
tonnes Hg/Ha Ha
2001 830,531.00 208,518.96  |39,830.00
2002 814,941.00 191,705.72  42,510.00
2003 887,097.00 193,985.63  45,730.00
2004 1, 092,270.00 233.695.63  46,729.00
2005 1, 023,450.00 241,641.88  142,354.00
2006 796 ,160.00 256,784.39  |31,005.00
2007 567,313.00 282,540.47 20,079.00
2008 559,249.00 284,532.69  [19,655.00
2009 641,034.00 308,352.49 20,789.00
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2. Biologie de la tomate :
2.1 Taxonomie

Embranchement : Phanérogames

Ordre : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales Famille : Solanacées
Genre : Lycopersicon

Espéce : esculuntum, pimpinellifolum, cheesmanii, hirsutum, perviflarum, chmielewskii,

peruviarum, pennelli(Rick et al.,1990).
2.2 Caractéristiques morphologiques de la tomate :

développement de la récolte mécanisée, impossible sur les autres variétés qui doivent étre
tuteurées. Les feuilles sont alternes, composées, imparipennées (nombre impair de foliole) et
comprennent 5 a 7 folioles aux lobes découpés. L’appareilreproducteur est formé par des
inflorescences de type déterminé. La tomate est généralement autogame mais des allo-
fécondations sont possibles. Les fleurs sont hermaphrodites et actinomorphes. Le calice
compte cing sépales ou plus, de couleur verte (Figure est une plante vivace, généralement
cultivée comme une annuelle. C’est une plantea croissance 1-8). La corolle compte autant de
pétales que de sépales, soudés a la base. L'androcée compte cing étamines ou plus, a
déhiscence latérale, introrses. Les anthéres allongées forment un cdne resserré autour du pistil.
Ce dernier est constitué de plusieurs carpelles soudés, formant un ovaire supére biloculaire ou
multiloculaire indéterminée (tige monopodiale), mais il existe certaines variétés a croissance
déterminée (tige monopodiale puis sympodiale apres 4 ou 5 feuilles). Le type de croissance
déterminée a permis le et a placentation centrale. Selon le cultivar et les conditions
environnementales, le style peut étre en position interne dans le cone d’étamines (fleur
brévistyle), affleurant, ou dépasser légerement (fleur La longistyle). Cette caractéristique va
jouer sur la possibilité du cultivar a subir des inter-croisements naturels. En culture sous abris,
la pollinisation est assurée par des bourdons d tomate “élevage (Bombusterrestris) ou par
vibrage manuel des fleurs. En plein champ, le vent assure le vibrage des fleurs et permet la
fécondation. En milieu naturel, une abeille de la famille des Halictidae(Augochloropsisignita)

a été décrite comme pollinisateur naturel potentiel (Reeves1973).
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2.2.1 Appareilvégétatif :

a. Racines :

Le systeme racinaire est puissant, tres ramifié a tendance fasciculée (Chaux et Foury, 1994).
11 est de type pivotant important qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus (fig. 1).

La racine principale produit une haute densité de racines latérales et adventices

(Shankara et al, 2005).

Racine pivotante

Racines adventives

Figure 1 : Systéme racinaire de la tomate (Naika et al, 2005).
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b. Tiges :

Elles sont vertes, épaisses aux entre-noeuds. Elles disposent de deux types de poils
blanchatres : des poils simples et des poils glanduleux qui contiennent une huile essentielle,
qui donne l'odeur de la tomate et la coloration verte (Kolev, 1976). Elles portent les feuilles,
les fleurs et les fruits. Une tige peut porter de nombreuses ramifications (appelées axillaires)

et a une croissance indéterminée ou déterminée selon les variétés.

Figure 2 : Tige de tomate (Naika et al, 2005).

c. Feuilles :

Les feuilles sont composées de 5 a 7 folioles principales, Elles ont une disposition alterne sur
la tige (Abbayes et al, 1963), longues de 10 a 25cm et d’un certain nombre de petites folioles
intercalaires ovales, un peu dentées sur les bords. Elles sont souvent repliées en forme de

cuilleres ou méme a bords roulés en dessus (Raemaekers, 2001).

Figure3: Feuille de tomate (Naika et al, 2005).
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2.2.2 Appareil reproducteur:

a. Fleurs :

Les fleurs de la tomate sont des organes bisexués. Elles sont hermaphrodites et autofécondes
et regroupees sur le méme pédoncule en bouquet lache en inflorescence formant des grappes

plus ou moins bifurquées de 3 a 8 fleurs chez les variétés fixées et au-dela chez leshybrides.

Le tube du calice est court et velu, comporte 5 sépales, il est persistant aprés la fécondation et
subsiste au sommet du fruit. Androcée comporte 5 étamines latérales, les anthéres allongées
forment un céne resserré autour du pistil ; celui-ci est constitué de deux carpelles soudés
formant un ovaire super biloculaire a 2 loges et a placenta central

(Dore et Varoquaux, 2006) ; (Judd et al, 2002).

En général la formule florale de la fleur est la suivante : 5 sépales + 5 pétales + 5 étamines +
2 carpelles (fig.4) (Rey et Costes, 1965).

pistil

sépale

pétale recourbé vers 'arriére

étamines soudées

Figure 4 : La fleur de tomate a I’anthese (Chaib, 2007).

b. Fruits :

Le fruit est une baie plus ou moins grosse (fig8), avec épiderme lisse brillant de forme
variable (sphérique, oblongue, allongée), et de couleurs variées (blanches, rose, rouge, jaune,
orange, verte, noire) selon les variétés (fig 1) (Renaud,2003).

La paroi de l'ovaire évolue en péricarpe charnu et délimite des loges. Le placenta constitue la
partie centrale du fruit et est a l'origine des tissus parenchymateux. Lenombre de loges,
I'épaisseur du péricarpe et I'importance du gel sont dépendants des variétés

(Grasselly et al, 2000).
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c. Graines:

Les graines sont nombreuses, réparties dans des loges remplies de gel (fig 5). En forme de
rein ou de poire, poilues, beiges, de 3 a 5 mm de long et de 2 a 4 mm de large. Elles sont
recouvertes d’un mucilage, L’embryon est enroulé dans I’albumen. Le poids de mille graines
est en moyenne de 3 g (Shankara, 2005 ; Naika et al, 2005).

Le cycle de la graine a la graine, est variable selon les variétés et les conditions de culture, il
est en moyenne de 3.5 a 4 mois (7 a 8 semaines de la graine a la fleur et 7 a 9 semaines de la
fleur au fruit) (Gallais et Bannerot, 1992).

Figure 5 : Coupes transversale (a) et longitudinale (b) d’un fruit de tomate a maturité

(Gillapsy et al,1993)
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d. Composition chimique de la graine:

On a trouve que les graines de tomate contiennent :

Tablea0l :Composition biochimique des graines de tomate (Amalou et al., 2013).

Constituants QL_Jant
ité
Eau (%) 6.97
Matiereseches (%o) 93.3
Cendres (%) 4.16
Matiéreazotéestotales(%o) 3.95
Protéines (%o) 24.72
Lipides(%o) 26.2
Sucrestotaux (%0) 4.25
Cellulose brute (%) 24.24
Béta-Carotene (mg/100g9) 1.76
Lycopene (mg/100g) 2.76
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3. La Salinité des sols :
3.1 Définition de la salinité :

La salinité est définie selon plusieurs chercheurs comme la présence d’une
Concentration excessive de sels solubles dans le sol ou dans 1’eau d’irrigation (BAIZ, 2000
etMAATOUGUI, 2001). C’est un facteur environnemental trés important qui limite
laCroissance et la productivité (ALLAKHVERDIEV et al, 2000 in BOUZID, 2010). La
salinité élevée des sols due essentiellement au chlorure de sodium affecte le tiers des terres
irriguées a I'échelle mondiale et constitue un facteur limitant prépondérant de la Production
végétale dans les zones arides (HASEGAWA et al, 1986 in: NDEYE THIRO,2000)

3.2 Principaux sels solubles :
Les principaux sels solubles qui participent dans la formation des sols salés sont :
Les carbonates : les plus rencontrés sont le carbonate de sodium (Na2CO3),

Bicarbonate de sodium (Na HCO3), carbonate de calcium (CaCO3) et le carbonate de

Magnésium (mgCO3).
Les sulfates : ce sont les sels de 1’acide sulfurique et les plus fréquents sont:

le sulfate De magnésium (MgS04), sulfate de sodium (NaSO4) et le sulfate de calcium (Ca
SO4).

Les chlorures : principalement : le chlorure de sodium (Na CI), le chlorure de calcium (Ca
CI2) et chlorure de magnésium (MgCl2) ce sont plus soluble et forte toxicité.

La présence de sels solubles en quantité importante ou d’un horizon sodique a structure
Dégradée, caractéres qui ont une influence néfaste sur le développement de la végétation ou
Des cultures (AUBERT, 1982).

3.3 Impact du stress salin chez les plantes :

L’accumulation de sels (et en particulier des sels de sodium) est une des principales
mnaces physiologiques qui pése sur les écosystemes. Le sel perturbe le développement des
végétaux en limitant I’assimilation des éléments nutritifs et en réduisant la qualité de ’eau a
disposition pour les végétaux. Il affecte le métabolisme des organismes du sol et méne a une

réduction importante de la fertilité du sol. Un niveau de salinité élevé des sols provoque le
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flétrissement des plantes du fait d’une augmentation de la pression osmotique et des effets
toxiques des sels (Sustainable Agriculture and Soil Conservation 2007-2009).

La concentration en sels dans 1’environnement d’une plante varie énormément, elle peut étre
insuffisante ou excessive. Bien qu’elle constitue pratiquement un stress induit par de faibles
concentrations salines, une carence en un ion se manifeste généralement sous la forme d’un
probléme nutritionnel (HOPKINS, 2003). Beaucoup de sols et eaux contiennent des teneurs
en sels qui peuvent inhiber la croissance et le rendement de 1’agriculture (ROCHDI et al.,
2005).

D’ aprés ( LEVIGNERON et al., 1995) les conséquences d’un stress salin peuvent résulter
de trois types d’effets que le sel provoque chez les plantes :

3.3.1 Le stress hydrique :

Une forte concentration saline dans le sol est tout d’abord pergue par la plante comme une
forte diminution de la disponibilité en eau. Cela nécessite un ajustement osmotique adapte,
afin que le potentiel hydrique cellulaire demeure inférieur a celui du milieu extracellulaire et a
celui du sol. Ce phénomene assure d’une part, la poursuite de 1’absorption de I’eau du sol, et
d’autre part, la rétention de 1’eau intracellulaire et le maintien de la turgescence. Lorsque
I’ajustement osmotique n’est pas suffisant, ’eau a tendance a quitter les cellules, ce qui
provoque un déficit hydrique et la perte de la turgescence.

3.3.2 Le stress ionique : En dépit d’un ajustement osmotique correct, la toxicité ionique
survient lorsque 1’accumulation de sels dans les tissus perturbe I’activité métabolique;

3.3.3 Le stress nutritionnel :

Des concentrations salines trop fortes dans le milieu, provoquent une altération de la nutrition
minérale, en particulier vis-a-vis des transporteurs ioniques cellulaires. Le sodium entre en
compétition avec le potassium et le calcium, et le chlorure avec le nitrate, le phosphore et le
sulfate. (AUBERT ,1982)

3.4 Les actinomyceétes et la tolérance de la plante a la salinité:

3.4.1 Les actinomycetes :

Les actinomycétes sont capables de s'adapter a des conditions défavorables et d'améliorer la
croissance des plantes dans des milieux a forte os molarité. Les actinomycétes constituent
I’ordre des actinomycétales. Ce sont des bactéries filamenteuses, septées, ramifiées, prenant
géneralement le Gram (Larpent et al., 1989), le Mot «Actinomycétes» provient de deux
substantifs grecs « Actino » et « Mycete » et signifie «Champignons a rayon» ou

«champignons rayonnants», expression utilisée pour désigner en Anglais (Ray fungi) et aussi
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en allemand et en russe (Logman, 2009). Elles croissent en L’espace de quelques jours a
quelques semaines. Elles sont abondamment distribuées dans La nature. Les actinomycétes
sont importants en raison surtout de leur r6le dans la Fertilisation des sols, synthése de
composés complexes comme les antibiotiques, les vitamines, les stérols, etc. Ces
microorganismes, en effet, présentent des similitudes a la fois avec les Eubactéries et Avec les
champignons. Il existe d’ailleurs toute une série de formes de transition entre les former
mycéliennes typiques et les formes unicellulaires présentant une aptitude peu marquée a
former un myceélium ramifié (Dommergues et Mangenot, 1970), lls sont sensibles a certains
antibactériens mais pas aux antifongiques (Aouar, 2006). Certains actinomycétes sont
Capables de se développer a des températures élevées et de produire des enzymes actives dans
des conditions acides (Ensign et al., 1993). Quelques espéces d'actinomycétes sont des
symbiotes de plantes (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985).

3.4.2 Les caracteres physiologiques et métaboliques :

Les Actinomycetes sont des bactéries a coloration de Gram positive, généralement aérobies a
métabolisme oxydatif, plus rarement anaérobies a métabolisme fermentatif.. Organismes
hétérotrophes, mais plusieurs especes sont capables aussi de croissance chimioautotrophique.
Certaines ont des exigences nutritionnelles telles que les vitamines et certains acides
aminés.lls colonisent fréeqguemment les substrats insolubles tels que le charbon par pénétration

mécanique de la matrice.

Les Actinomycetes sont des bactéries saprophytes, ils participent a la dégradation de la
matiere organiques et donc au recyclage des polymeres complexes tels que la cellulose, la
lignocellulose, la lignine, la kératine, la chitine, la pectine et le xylane par la production des
enzymes extracellulaires qui sont d’une importance capitale dans 1’industrie , On peut citer
parmi ces enzymes, les ligninases, les cellulases, les pectinases, les chitinases, les xylanases,
les dextrinases, les amylases, les protéases et les lipases. Ils produisent aussi des métabolites
secondaires, tels que les vitamines, les antibiotiques et les antifongiques.( GHEMEZ ET
BENTALEB ,2015).
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3.4.3 Taxonomie des actinomycetes :

La taxonomie est I’étude de la diversité des microorganismes et des relations susceptibles
d’exister entre eux. Elle recouvre trois domaines différents : la classification, la nomenclature

et I’identification.

La classification établie des groupes taxonomiques (taxon).Ceux-ci sont établis selon des

criteres phénotypiques et moléculaires a défaut de bases phylogéniques .

La nomenclature affecte un nom a ces groupes selon un systéme binomial découlant des lois

de Linné dans lequel un nom latin de genre précede le nom de I’espéce .
L’identification assigne les souches inconnues a 1’un des taxons décrits .

A ses débuts, la taxonomie bactérienne, suivant les régles édictées pour la classification des
organismes supérieurs (végétaux, animaux) s’est appuyée sur 1’étude du phénotype exprimé et
sur les variations morphologiques existantes entre les bactéries .(GHEMEZ ET
BENTALEB ,2015).
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3. Matériels et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie de I'université ziane Achour de Djelfa. L’objectif de notre
travail est I’é¢tude de I’amélioration de la tolérance au stress salin chez la tomate par les
actinobactéries.
3.1. Matériel végetal :

Le matériel végétal est compose des graines de la tomate variété Marmande. Ces

graines ont été enrobées par quatre souches d’actinobactéries a savoir AH43, AMS51, TMS56 et
TM 52. L’enrobage a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie des systémes

microbiens a I’école normale supérieure de Kouba, Alger.

Figure 6 : Les graines enrobées avec les souches d’actinobactéries
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3.2 Matériel et produit

Tableau2 Matériel et produit :

Matériels et Méthodes

Verreries Produit chimiques | appareils Autres
Eprouvettes graduée Acide acétique Autoclave Boites pétries
Tubes a vis Acide sulfurique Etuve Papier filtre
Fiole jaugée (500ml et | Ninhydrine Vortex Cuvettes
100ml) Meéthanol Spectrophotométre | Seringues (1ml)
Tubes a essai Phénol Hotte Pince
Pipette graduée Glucose Balance Portoirs
Entonnoir Acétone Réfrigérateur Spatules
Micropipette
Mortier de
laboratoire
Eau distillée.

3.3 Méthodes :

Le présent travail vise a déterminer I’effet bénéfique probable de I’enrobage des graines

de la tomate (var. marmande) par des actinobactéries sur la résistance au stress salin.

3.3.1 Dispositif expérimental

Une fois que le sol est stérile a ’autoclave (deux cycle d’autoclavage) nous avons

remplis les pots en plastique avec un mélange de sol agricole et la tourbe. Les pots sont

disposés aléatoirement, le dispositif expérimental comprend 6 traitements avec 5 répétitions.
(AH43 ,AM51,TM56,TM52 , T+,T-)

T- arrosé par 1’eau ordinaire, T+ arrosé par L’eau saline.
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Figure.7. la mise en culture

Tableau .4. : Dispositif expérimental aléatoire des pots.

TM56 R1 TM52 R2 | AH43 R1 T+ R1 AM51 R5 |T- RS

AH43 R2 TM56 R2 | AH43 R4 | T+ R5 AH43 R3 | TM56 R5

T+ R2 T+ R3 |T+ R4 AM51 R1 | AH43 R5|TM52 R1

AM51 R4 | AM51 R2 | AM51 R3 T- R5 TM56 R3 | TM52 R3

TM52 R4 | T- R2 T- R1 TM52 R5 |TM56 R4 | T- R4
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3.3.2 Mise en culture

Les graines enrobées sont ensuite semis dans des pots en plastique, le semis est réalisé
dans des pots de 8.5 cm de hauteur, a section carrée de 10 cm. Selon un dispositif en bloc de
Fisher randomisé a raison de 5 répeétitions pour chaque souche. Le semis est réalisé le 12-03-
2019 a une densité de 6 graine par pot.
3.3.3 Application du stress salin :
L’application du stress salin est effectuée directement apres le semis. La solution saline a base
de Nacl a été préparé dont la concentration était de 1’ordre de 120 mmole/L.L’arrosage est
effectué chaque deux jour environ 25 ml pour chaque traitement garder I’humidité a la
capacité au champ.
3.3.4 Parametre étudies
3.3.4.1 Poids sec (PS) et Poids frais (PF)

A I’aide d’une balance de précision, le poids de la matiére fraiche des feuilles a été
rapidement déterminé apres leur récolte juste apres deux moins, , et les feuilles sont placées
dans des enveloppes puis transférées a une étuve a 70°C pendant 48 heures. Ensuite, les
feuilles séchées sont repesées afin de déterminer le poids de la biomasse seche.
3.3.4.2 Teneur en eau (TE)

La teneur en eau est la différence entre la valeur de la matiére fraiche (MF) et la valeur

de la matiére séche (MS) qui est exprimée par la relation suivante :
TE=PF-PS

3.3.4.3 Dosage de I’activité catalase (CAT) et peroxydase (POD)

A. Extraction :

0,5 g de matiere fraiche des feuilles ont été broyés dans 7 mL de 50 mM SPB (Sodium
Phosphate Buffer) (pH=7) contenant 1% (w /v) de polyvinylpyrrolidone dans un bain de
glace. L’homogénat a été centrifugé a 15000g /20min a 4°C. Le surnageant a été utilisé pour

la détermination de 1’activité enzymatique.
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Figure .8. Les étapes de I’extraction enzymatique.

B. Activité de la catalase(CAT) :

L’activité de la CAT est mesurée selon la méthode de Chance et Maehly avec
quelques modifications. La solution réactionnelle de CAT (3 ml) contenait 1,9 ml du SPB 50
mM(pH=7), , 1 mL de 15 mM de H,0et 0,1 mL de I’extrait enzymatique. La réaction a été
initiée en ajoutant I’extrait enzymatique. Les changements dans 1’absorbance de la solution

réactionnelle a 240 nm sont lus toutes les 15 s.
C. Activité de la peroxydase (POD)

La solution réactionnelle de POD (3ml) contenait 50mM de tampon acétate de sodium
(PH=5), 40 mMH,0,, 20 mMde gaiacol et 0,1ml de I’extrait enzymatique. Des changements

dans 1’absorbance a 436 nm ont été lus toutes les 15s.
L’activité de chaque enzyme a été exprimée sur une base de matiére
3.3.4.4 Dosage concentre des sucres totaux solubles

Cent milligramme de matiére fraiche de la partie aérienne de la 4°™ feuille sont
maceres dans 4mL de méthanol a 40% pendant 1heure dans un bain marie a 85°C.La teneur
en sucres totaux solubles a été dosée selon la méthode décrite par Dubois et al.,(1956).Un
millilitre de phénol a 5% est ajout¢ a 1mL de I’extrait méthylique. Apres agitation au

vortex,5mL d’acide sulfurique (H,SO,4) sont additionnés.

Apres une deuxiéme agitation au vortex, le mélange ainsi réalisé est laissé refroidir pendant

15 minutes. La solution vire progressivement vers la couleur rougeétre.
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La densité optique est mesurée a une longueur d’onde de 487 nm a l’aide d’un

spectrophotometre UV-visible de type « BECKMAN DU 520 ».

Les valeurs de la lecture au spectrometre sont reportées sur la gamme étalon établie par des

concentrations connues du glucose pure (voir annexes).
3.3.4.5 Dosage de la proline :

La teneur en proline a été déterminée selon la méthode décrite par Toll et
Lindsley(1955) et reprise et simplifie par Dreier et Goring (1974).Cent milligrammes de
matiere fraiche de la quatrieme feuille sont placés dans un tube a essai auxquels sont ajoutes
4ml de méthanol a 40%. L’ensemble est chauffé au bain marie a 85°C pendant une heure.Les
tubes a essai sont recouverts avec du papier aluminium pour minimiser les pertes du méthanol
par évaporation. Apres refroidissement, ImL de I’extrait est préléve auquel est ajoute ImL
d’acide acétique (99-100%),2 mL de Ninhydrine 3% et ImL d’un mélange fait de 120 mL
d’eau distillée plus 300 mL d’acide acétique (99-100%) et 80ml d’acide orthophosphorique
85% (H3PO4,d=1,7).Le mélange ainsi réalisé est porté a 1’ébullition au bain marie durant 30
minutes.La solution vire progressivement au rouge. Apres refroidissement, 5 mL de benzéne
sont ajouté pour séparer deux phases. Apres agitation au vortex, la phase supérieure est
récupérée et asséché grace a I’adjonction d’une spatule de sulfate de sodium anhydre (N2SOy).
La lecture est effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible de type « BECKMAN
DU 520 » a la longueur d’onde de 528 nm.

Les valeurs de la lecture au spectrophotometre sont reportées sur la courbe d’étalonnage
construite a partir d’échantillon contenant des quantités de proline a concentration connue

(voir annexes).
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4. Résultats et discussion
4.1 Résultats
4.1.1. Effet de la salinité sur le poids frais
Les résultats concernant les poids frais sont reportés sur la figure 9, L’analyse de la
variance de poids frais a généré les donnéees présentées dans le tableau 5 ne montre aucun

effet significatif (p>0.05) du traitement sur ce parametre.

Le poids frais a Iégerement augmentée chez les plantes sous I'effet du stress salin (120
mmole/L). Ainsi les poids enregistrés sont presque identiques pour le témoin (-) a I’exception
de TM56 et le T+.

PF(g/plante)

T- T+ AM51 TM52 AH43 TM56
souche bactériennes

Figure.9. : Effet du traitement sur le Poids Frais .

Tableau.5. : Analyse de la variance du Poids frais.

Variable MC MC F P

MF 0,018210 0,007996 2,277342 0,112731
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4.1.2 Effet de la salinité sur le poids sec

D’apres les résultats obtenus par L’analyse de la variance du poids sec qui sont

présentées dans le tableau 6. Aucun effet significatif (p>0.05) n’a été observé. Nous avons

remarqué que la réduction du poids sec n’est pas importante pour tous les traitements

testés par rapport au témoin (T+) en présence de la contrainte saline ; la valeur la plus élevee

est de 0.04, alors que la valeur la plus faible est de I’ordre 0.03. Ceci Pourrait étre expliqué

par I’¢élimination de I’effet du stress par les bactéries utilisées.

0,05 -
.

0,05 -
0,04 -

— 0,04 - I

2 I [ [ |

c 0,03 -

8

S.0,03 -

(=2)

& 0,02 -

Q0,02 -
0,01 -
0,01 -
0,00 T T T T 1

T- T+ AM51 TM52 AH43 TM56
souches bacteriennes
Figure. 10. : Effet du traitement sur le Poids sec.
Tableau .6. : Analyse de la variance de Poids sec.
Variable MC MC E p
MS 0,000017 0,000018 0,943232 0,488007
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4.1.3. Effet de la salinité sur la teneur en eau

L’analyse de la variance de la tencur en eau a généré les données présentées dans le tableau?.
Aucun effet significatif (p>0.05) n’a été remarqué. Les résultats obtenus ont montré que la
teneur en eau a légérement augmenté chez les plantes sous I'effet du stress salin. Ceci est
observé particulierement quand le matériel végétal est soumis aux souches bactériennes, Ces
résultats démontrent que les bactéries utilisées ont influé positivement sur la capacité
d'absorption de I’eau qui est maintenue a un niveau suffisant pour éviter la déshydratation des

tissus de la plante.

0,70 -
0,60 -

0,50 -

TE (g/plante
o
s
—
_|

T- T+ AM51 TM52 AH43 TM56
souche bacteriennes

Figure .11. : Effet du traitement sur la teneur en eau.

Tableau. 7. : Analyse de la variance de la teneur en eau.

Variable MC MC F =]

TE 0,018928 0,007601 2,490228 0,090712
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4.1.4 Effet de la salinité sur la germination des graines

L’analyse de la variance de L’effet du Nacl sur la germination des graines a généré les
données présentées dans le tableau08. Les résultats ne font apparaitre aucun effet significatif
(p>0.05) du stress salin sur la germination. Les résultats obtenus montrent que le taux de
germination des graines sous stress salin est légérement supérieur aux témoins. La tomate
soumis au stress salin a montré une légére amélioration de la germination lorsqu’elle est

inoculée avec les actinobactéries (AH43 et AM51).

T- T+ TM56 TM52 AH43 AM51
souche bactériennes

Figure.12. : Effet du traitement sur le taux de germination.

Tableau 08 : Analyse de la variance de taux de germination.
Variable MC MC E P

TG 126,8148 106,2963 1,193031 0,342122
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4.1.5 Effet de salinité sur la teneur en sucres solubles totaux

L’analyse de la variance du traitement sur I’accumulation des sucres totaux solubles ne
fait apparaitre aucun effet significatif (p>0.05) du traitement sous stress salin (tableau9).
D’apres la figure 6, il s’est avéré que le stress salin provoque une variation de la teneur en
sucres solubles pour les quatre traitements ,indiquant une augmentation en sucre totaux
solubles en présence de la dose saline pour les traitements (TM52, AH43, TM56, T+) Par
ailleurs, on note une diminution de la teneur en sucres solubles totaux chez le traitement (
AMb51) et le témoin (T-). Les résultats montrent que la souche AM51 pourrait avoir un effet

bénéfique pour I’amélioration de la protection des plantes contre le stress salin.

2,00 -

sucre totaux solubles (ug/gMF)

o
o
o

T- T+ AM51 TM52 AH43 TM56
Souche bactériennes

Figure .13. : Effet du traitement sur I’accumulation des sucres totaux soluble.

Tableau.9. : Analyse de la variance du stress saline sur I’accumulation des sucres totaux
solubles.

Variable MC MC F P

ST 0,945062 0,656922 1,438620 0,279718
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4.1.6 Effet de salinité sur la teneur en proline :

L’analyse de la variance de la teneur en proline a généré les données présentées dans
le (tableaul0). Letraitement appliqué ne marque aucun effet significatif sur ce paramétre.La
teneur en proline est presque identique pour les traitements (T-, AM51, TM56) cependant (
T+, TM52 , AH43 ) sont relativement grand par rapport aux autres traitements. D’apres les
résultats de la teneur en proline, nous pouvons déduire que les souches AM51 et TM56

pourraient avoir un effet atténuant contre le stress salin.

10,00 -~
9,00 +

8,00 - [
7,00 - [
6,00 -

5,00 - [ [ [
4,00 ~

3,00 -
2,00 -

1,00 -

0,00 T T T T T 1
T- T+ AM51 TM52 AH43 TM56

souche bactériennes

proline(mg/MF)

Figure.14. : Effet du traitement sur I’accumulation de proline.

Tableau.10 : Analyse de la variance de la teneur en proline.

Variable MC MC F P

PR 0,473997 2,179775 0,217452 0,948255
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4.1.7 Effet de la salinité sur ’activité de catalase

L’analyse de la variance montre que la concentration du sel influe d’une maniére significative
(p<0.05) I’activité catalase(tableaull). L activité catalase diminue avec 1’application du stress
(T+), le traitement avec la souche (AM51) ne montre aucune amélioration vis-a-vis I’effet du
stress salin. Cependant, les autres traitements (AH43, TM56 et TM52) ont montré une
augmentation de I’activité¢ de catalase comparativement au témoin stressé (T+). D’apres les
résultats obtenus Sous I'action de la contrainte saline, nous avons remarqué que 1’activité la
catalase augmente au niveau de tous les traitements sauf le traitement (AM51) qui reste faible.
Les traitements (AH43, TM56 et TM52) pourraient avoir un effet améliorant contre le stress

salin.

0,02 - ﬁ

0,00

T- T+ AMS51 TM52 AH43 TM56
souche bactériennes

Figure.15. : Effet du traitement sur la teneur de catalase.

Tableau.11. : Analyse de la variance de la teneur de catalase.

MC MC F P

CAT 0,001048 0,000315 3,32425 0,045050
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4.1.8 Effet de la salinité sur I’activité de peroxydase

L’analyse de la variance de L’effet dutraitement sur [D’activité peroxydase montre que la

concentration de sel influent d’une manicre significative (p<0.05) (tableau06).

D’apres le test LSD de Fisher, 5 groupe distinct ont été obtenus :le groupe A est compose par

le témoin (T+), le groupe AB est composeé par le témoin (T-), le groupe c est composé par
AM51, le groupe BC est composé par AH43, le groupe ABC est composé par TM56 et TM52

Ces résultats démontrent que les bactéries utilisées ont influé négativement sur 1’activité

peroxydase des feuilles de tomate sous stress salin.

0,03 -
0,03 - A
ABC
@0,02 . “'
2
= 0,02 -
% ABC
BC
Q- 0,01 - C [ T
0,01 - T
0,00 T T T T T 1
T- T+ AM51 TM52 AH43 TM56
Souche bactérinnes

Figure.16. Effet du traitement sur la teneur de peroxydase.

Tableau.12. : Analyse de la variance de la teneur en peroxydase.

MC MC F p

PER 0,000025 0,000008 3,114658 0,049594
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4.2 Discussion

La résistance et /ou 1’adaptation des plantes a la salinité dépendrait de leur capacité a
se maintenir en vie dans des conditions défavorables en évitant ou en tolérant le stress .cette
tolérance est dépendante de la variété, de la sévérité du stress et de la durée d’exposition.
L’étude de la croissance des plantules de tomate (variété marmande) inoculées avec des
actinobactéries montre une légére différence due probablement aux traitements appliqués.

Cette différence n’est pas statistiguement significative pour certains parametres.

L’analyse de la variance de L’effet du traitement sur [’activité peroxydase montrant
que la concentration de sel influent d’une maniere trés hautement significative ( p<0.001) .
Selon( Kim et al., 2005) I’activité de peroxydase Dans les conditions d’un stress abiotique
reste faible , Ainsi 1’activité catalase a marqué une diminution lors des stress appliqués
L’analyse de la variance de I’effet du traitement sur 1’activité de catalase montrant que la
concentration du sel influe d’une maniére significative (p<0.05), Sous I'action de la contrainte
saline , nous avons remarqué que ’activité catalase diminue chez le témoin stress¢; Ceci
indique que le stress salin a provoqué une diminution de I’activité catalase. Cependant, les
travaux de Kim et al en 2005 et Khosravinejad et al en 2008, ont montré que 1’activité de la

catalase augmente dans les feuilles des tomates pendant le stress.

Les résultats concernant le poids frais, le poids sec et la teneur en eau ne montre aucun effet
significatif (p>0.05) du traitement contre le stress salin. Certaines souches PGPR peuvent

protéger les plantes d"une facon indirecte, (Van Loon et al. 1998 ; Pieterse et al., 2002).

L’analyse de la variance de I’effet du traitement sur la germination des graines sous

stress salin ne montre aucun effet significatif.

Les sucres solubles sont considéré comme bio-indicateur du degré de tolérance a la
salinité chez plusieurs espéces (RATHERT, 1984 ;MISRA ET DWIVDI,1995) en effet, ils
jouent un réle essentiel dans la protection des membrane contre la déshydratation (SCHWAB
ET GAFF, 1986).De nombreuses études ont trouvé que le stress salin provoque une
augmentation de la teneur en sucres solubles chez la plupart des plantes soumises a un stress
salin tel que la tomate (KHAVARINEJAD ET MOSTAFI ,1998) par

ailleurs(GADALLAH ,1999) a trouvé que le sel entrain une diminution de sucres solubles
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chez la féeve. Nos résultats montre une légére augmentation de la teneur en sucre totaux en
présence de la concentration saline donc le taux en sucres solubles a été fortement stimulé par

une irrigation a 1’eau saline.

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que 1’élévation du contenu en proline
chez les variétésde la tomate est associée a la salinité. L’examen de la réponse biochimique
du contenu de proline dans les feuilles montre que 1’accumulation de cet acide aminé est
variable d’une variété a une autre. Ces résultats sont conformes avec d’autre recherches faites
par ( RUEGRAGUI ,2005 ; EL IKLIL ET AL .,2001 ;PEREZALFOCEA ET AL., 1996
ET HASSAN ET AL., 2008). L’analyse de la variance de la teneur en proline ne montre
aucun effet significatif. La proline est accumulée en présence de Nacl parce que des

concentrations élevées en proline sont observées en présence de Nacl.
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Conclusion

Conclusion

La salinisation est le processus majeur de la dégradation des terres elle reste la plus
grande contrainte qui a franchi les sols agricoles et les parcours parce qu’elle diminue
gravement le taux de la fertilité de ses sols, elle affecte la croissance des végétaux a travers de
nombreux mécanismes cellulaire ,tels que : I’absorption des éléments nutritifs ,1’altération de
la photosynthese, la respiration, la synthese des protéine ,et des acides nucléiques,
I’accumulation des solutés organiques ,I’activité des enzymes ,et disponibilité en eau.

Au terme de notre travail et dans le but de déterminer I’effet des actinobactéries sur
I’atténuation du stress salin. Les résultats montrent que les traitements appliqués induisent une
augmentation de la teneur en eau. On trouve aussi une augmentation du taux de germination.
Le Nacl affecte faiblement la germination en présence des actinobactéries. L’observation des
résultats a montré que 1’activité catalase diminue sous stress salin; certains actinobactéries
pourraient présenter un effet améliorant contre le stress salin. Contrairement a la teneur en
peroxydase qui augmente en présence de la dose saline.

Les réactions biochimiques de la tomate a contrainte Saline montre que certains variables
biochimiques telles que les sucres solubles et I’acide aminé proline ont été modifiés.
L’accumulation de cet acide aminé est variable d’un traitement a une autre, en effet les sucres
solubles sont considérés comme bio-indicateur du degré de tolérance a la salinité chez
plusieurs espéces,

La résistance et/ou 1’adaptation des plantes a la salinité dépendrait de leur capacité a maintenir
en vie dans des conditions contraignantes. L’inoculation de la tomate (variété marmande)
avec certaines souches d’actinobactéries a permis de montrer les effets bénéfiques de ces

derniers sur la croissance en condition du stress salin.
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ANNEXE

Tableau.13 ; variable PER ( PER) Groupes Homogeénes, alpha = ,05000 Erreur : MC Inter = ,00006,

dl =12,000
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Résumé

Résumé

La tomate est une espéce largement cultivée. Elle est cultivée dans nombreux pays de mondes et sous
divers climat. la salinit¢ des sols et des eaux d’irrigations est I’'un des facteurs limitant de la
productivité végeétale et de rendement agricoles .le présent travail consiste a étudier I’impact de stress
salin au présence des souches bactériennes pour améliorer la tolérance de stress salin chez la tomate
par les actinobactéries sur quelques paramétres ( poids sec ,poids frais, teneur en eaux , sucre totaux,
et proline ,activité enzymatique, taux de germination) de la partie aérienne de la tomate stressées par
une solution saline en comparaison avec le témoin. Les résultats obtenus ne montrent aucun effet
significatif des actinobactéries sur la résistance au stress salin, néanmoins, une légere amélioration de

quelques parametres a été observé avec les souches (AH43 ,TM52 ,TM56).
MOTS clés :Tomate, stress salin, actinobactéries.
Abstract:

Tomato is widely cultivated species. It is cultivated in many countries of worlds and in various
climates. Salinity of soils and water of irrigation is one of the limiting factors of plant productivity and
agricultural yield. The present work consists of studying the impact of salt stress in the presence of
bacterial strains to improve salt stress tolerance in tomato by actinobacteria on some parameters (dry
weight, fresh weight, water content, total sugar, and proline, enzymatic activity, germination rate) of
the aerial part of the stressed tomato by saline solution compared to the control. The results obtained
show no significant effect of the actinobacteria on salt stress resistance, nevertheless, a slight

improvement of some parameters was observed with the strains (AH43, TM52, TM56).
Key words : tomato, salt stress, actinbacteria.
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