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Introduction

Introduction

La salinisation des sols constitue un probleme important, notamment dans les zones
arides et semi-arides (Sharma et al ;2016), provoquant une dégradation des propriétés
physiques, chimiques et biologiques des sols dont les consequences sont la diminution de la
fertilité des sols qui entraine une réduction des rendements des cultures et parfois la
disparition du couvert végétal naturel (Shrivastava et Kumar, 2015). L’ Algérie est parmi les
pays les plus menacés par ce probleme, dont plus de 20 % des sols irrigués sont concernés par

la salinisation (Douaoui et Hartani, 2007).

D’aprés Pemila (2018), il est essentiel de réintroduire des bactéries bénéfiques dans le
sol afin de reconstituer sa fertilité naturelle. L'utilisation des rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes est recommandée, notamment les actinobactéries qui ont une grande

tolérance a la salinté (Hamedi et al., 2013).

D’ailleurs, les sols arides en Algérie renferment un potentiel assez riche en
actinobactéries de grande importance en biotechnologie vegetale (Sabaoui et al.,1998), car
elles sont dotées d’une activité PGPR leur permettant d’améliorer la croissance des plantes et

d’augmenter leur rendement en agriculture.

C'est dans ce contexte que s’inscrit notre étude dont les objectifs sont :

e [’isolement des souches rhizobactériennes stimulatrices de la croissance végétale a
partir du sol rhizosphérique de Marrubium vulgare.

e La caractérisation morphologique et biochimique des isolats.

e [’évaluation de I’effet de deux isolats de Streptomyces sp. In vitro et In vivo sur la
germination et la croissance de la tomate respectivement.

e [’évaluation de I’effet de I’inoculation bactérienne sur quelques parametres

physiologiques des plants de tomate en présence de stress salin.

-
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Synthése bibliographique

1. Géneéralités sur les Actinobactéries

Les actinobactéries sont des bactéries sporulées a Gram positif, qui se caractérisent par une
teneur élevée en G+C dans leurs génomes et une croissance filamenteuse. Ils constituent I'un
des plus grands phylums bactériens qui prospérent dans divers systéemes écologiques en raison

de leur polyvalence physiologique (Anandan et al., 2016 Shan et al.,2018) .

Toutefois,différents actinobactéries préferent des écosystemes extrémes qui présentent des
températures élevées comprises entre 40 et 80°C (Detay et al.,2018; Hussein et al., 2018),
des hautes concentrations salines et des rayonnements relativement élevés
(Mohammadipanah et al., 2016 ; Trenozhnikova et Azizan, 2018).

De nombreuses actinobactéries produisent des métabolites secondaires qui comprennent des
composes antimicrobiens (Harir et al., 2017 ; Retnowati et al.,2018), en particulier
Streptomyces qui est connu par sa capacité a produire une multitude de molécules d'une
immense diversité structurelle et biologique, dont plusieurs ont des applications en
biotechnologie, en médecine et en agriculture (Esnault et al.,2017 ; Tyurin et al.,2018 ; Hu et
al.,2018)

Il est également bien accepté que certaines Actinobactéries sont considérées comme des
bactéries favorisant la croissance des plantes (Anwar et al., 2016 ; Wang et al., 2018), cette
promotion peut se produire par une variété de mecanismes qui impliquent des processus
directes ou indirectes tels que la production des phytohormones, la fixation d'azote, I'antibiose
(Lasudee et al.,2018).

1.1. Taxonomie des Actinobactéries :

Les Actinobactéries représentent l'une des plus grandes unités taxinomiques parmi les
18 lignées majeures actuellement reconnues au sein de domaine bactérien(Barka et al.,2016).

En se basant sur le systétme de classification de Bergey’s Manual of Systematic of
Bacteriology (2004), les Actinomyceétes sont rattachés au Phylum Actinobacteria, a la classe
'Actinobacteria’,a la sous classe des Actinobacteridae et a I’ordre des Actinomycetales(Abbes
et Bouteraa, 2017.In Harir,2018).

Actuellement, la classe «Actinobacteria » est subdiviséeen cing sous classe a savoir :
Acidimicrobidae, Rubrobacteridae,Coriobacteridae, Sphaerobacteridae et la principale sous

classe qui est celle des Actinobacteridae, elle comprend deux ordres, les Bifidobacteriales et

<]
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les Actinomycetales.L'ordre Actinomycetales est divisé en quatre familles-Streptomycetaceae,

Actinomycetaceae, Actinoplanaceae et Mycobacteriaceae(Benouagueni, 2015).

Les actinomycetes contient plus que203 genres(Harir, 2018), le genre Streptomyces
semble étre le plus important genre qui représente 85 % de I'ensemble des Actinobactéries
(Abd-Allah et al.,2012).

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caractéres

physiologiques, chimiotaxonomiques et génomiques(Saker,2015).

Cependant, les approches actuelles de la classification des procaryotes reposent
particulierement sur l'utilisation intégrée de données genotypiques et phénotypiques. Cette
approche est de plus en plus motivée par les progrés de la biologie moléculaire qui montrent
que l'analyse de I'ARNrl16stient une trés grande importance dans la classification des taxons

appartenant au phylum Actinobacteria (Girard et al., 2013).

-
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(A)

Actinobacteria

Class

I

Subclass Subclass Subclass Subclass Subclass
Acidimicrobidae Actinobacteridae Coriobacteridae Rubrobacteridae Sphaerobacteridae
Order Order Order Order Order Order
Acidimicrobiales Actinomycetales| |Bifidobacteriales||Coriobacteriales Rubrobacterales Sphaerobacterales

I
Family Suborders Family Family Family
Acidimicrobiaceae Actinomycetaceae Coriobacteriaceae| |Rubrobacteriaceae Sphaerobacteraceae
Micrococcineae
Corynebacterineae
Micromonosporineae
Propionibacterineae
Pseudonocardineae
Streptomycineae
Streptosporangineae
Frankineae
Glycomycineae
(B) Orders
AC““°mIvce‘ﬂ'es Bifidobacteriales
Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Actinomycineae | | | Corynebacterineae Micromonosporineae Pseudonocardiaceae Streptosporangineae
Suborder Suborder Subcorder Suborder Suborder
Micrococcineae Frankineae Propionibacterineae Streptomycineae Glycomycineae
Family Family Family Family Family Family
Actinomycetaceae| | | Corynebacteriaceae || | Micromonosporaceae Pseudonocardiaceae ||| Streptosporangiaceae || |Bifidobacteriaceae
Dietziaceae Nocardiopsaceae
Gordoniaceae Thermomonosporaceae
Mycobacteriaceae
Nocardiaceae
Tsukamurellaceae
Families Family ~ Family Family Family
Micrococcaceae Frankiaceae Propionibacteriaceae Streptomycetaceae Glycomycetaceae
Brevibacteriaceae Acidothermaceae Nocardioidaceae
Cellulomonadaceae Geodermatophilaceae
Dermabacteraceae Microsphaeraceae
Dermatophilaceae Sporichthyaceae

Instrasporangiaceae
Jonesiaceae
Microbacteriaceae
Promicromonosporaceae

Fig.1: Classification des actinobactéries (Lawson, 2018)

1.2. Critéres morphologiques des Actinobactéries :

Les Actinobactéries sont caractérisées par une trés grande diversité morphologique (Barka et
al., 2012 ; Palacios-Arriaga et al.,2018).

Plusieurs Actinobactériesforment des filaments ramifiés et possédent une croissance

mycélienne (Oluwaseyi et al., 2019), principalement les Streptomyces qui ont la capacité de

produire des structures filamenteuses reproductrices et porteuses de spores (Matthew et al.,

2019).
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Ces bacteéries peuvent se regrouper sous forme de bacilles et de coccobacilles comme

Rhodococcus et Mycobactérium (Messaoudi,2013).

Les Actinomycetes les plus différenciésdéveloppent sur un milieu gélosé une masse d'hyphes
mycéliens répartis en deux couches distinctes : le mycélium aérien et le mycélium du substrat

(Djaballah, 2010) (Fig. 2).

Le mycélium primaire est appelé aussi mycélium végétatif, ou mycélium de substrat, c'est un
ensemble de filaments multinucléaires formés a partir du tube germinal (hyphe) issue d’une
spore. Tandis que le mycélium secondaire est appelé aussi mycélium aérien, il se forme
lorsque la colonie sera plus agée. Les hyphes primaires donnent des branches spécialisées qui
se développent loin de la surface de la colonie en donnant un mycélium reproductif dans ’air.
Contrairement a celui du substrat, le mycélium aérien est plus épais et peu ramifié

(Zerizer,2014).

Mycelium
aerien

Mycelium
vegetatif

Chaine de

spores
Surface
de la
gélose

(b)

Fig.2: Coupe transversale d'une colonie d'Actinobactérie.(a) : Observation microscopique
de Streptomycesgriseus croissant dans la gélose , (b) : Développement des hyphes
vegétatifs et des hyphes aériens(Prescott et al.,2018) .
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La morphologie des spores chez les Actinobactéries est extrémement importante dans
leur taxonomie (Locci et Sharples, 1984).Ces spores sont formées soit sur le substrat et/ou sur
le mycélium aérien sous forme de cellules uniques ou en chaines de différentes longueurs.
Dans d'autres cas, les spores peuvent étre hébergées dans des vésicules spéciales (sporanges)

et dotées de flagelles (Fig.3).

Actinoplanes Pilimelia Spirilospora Streptosporangium

¥ B

Ampullariella Dactylosporangium Planomonospora Frankia

b g

Wicromonospora Thermomonospora Saccharomonospora Thermoactinomyces|

Catellatospora Microbispora Microtetraspora Streptomyces

Fig.3: Schémas montrant les différents types de spores produites par les actinobactéries
(Barka et al., 2016)
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1.3.Ecologie des Actinobactéries

Les Actinobactéries sont largement distribuées dans les écosystemes terrestres et aquatiques
(Ranjani et al.,2016 ; Ravindra et al.,2017 ; Wenna et al.,2018),ils se rencontrent dans les
écosystemesmarines (Hui et al., 2016 ; Polpass et al., 2017), cependant la plupart des espéces
sontdesprincipaux habitants du sol(Sheng et al.,2016; Gina etal., 2017) ou sont

essentiellement repésentés dans les zonesrhizosphériques (Cisneros ,2016).

Ces bactéries jouent un réle essentiel dans le maintien de la structure du sol et le recyclage du
carbone par la décomposition de diverses matieres organiques comme la cellulose, la chitine

et la pectine (Binglin et al., 2016 ; Yuanping et al., 2019).

Elles produisent plusieurs enzymes, antibiotiques, agents antitumoraux, régulateurs de

croissance végétale (Gayathri et al., 2017 ; Esmaeil et al., 2017 ; Yitayal et al., 2019) .

Bien que les membres de ce grand embranchement existent sous forme de saprophytes libres,
plusieurs d'entre eux peuvent vivre a l'intérieur des tissus ou des organes comme partenaires
commensales (Leifsonia) ou symbiotiques (Frankia) des plantes (Sudipta, 2018), des
insectes, des animaux aquatiques ainsi que les animaux terrestres (Marie-Eve et al., 2018).
Il existe d'autres Actinomyceétes (Bifidobacterium) qui habitent dans la cavité buccale (Emad
et al., 2018) et le tractus digestif du corps humain (Kaisa et al.,2018), mais ce ne sont

que d'inoffensifs commensaux .
1.4. Applications des Actinobactéries

En tant que plus grand embranchement du royaume des bactéries, Actinobacteria attire
l'attention de la communauté scientifique ces derniers temps, car il ouvre de nouvelles
possibilités pour la découverte de divers métabolites primaires et secondaires qui peuvent
aider a résoudre les plus difficiles problémes (Lee et al., 2018), a travers les applications
pratiques dans l'industrie, I'agriculture, la médecine et les sciences vétérinaires (Silva et
al.,2016) (Fig.3).

En agriculture moderne, les Actinobactéries peuvent remplacer une grande partie des produits
chimiques nocifs (Chaurasia et al.,2018 ; Sai et al.,2018 ), en effet, elles occupent une place
tres particuliere dans les pratiques agricoles et agissent comme outil de biocontréle en raison
de leur capacité a inhiber la croissance d'une vaste gamme de phytopathogénes bactériens et
fongiques tels que Rhizoctonia, Fusarium, Pythium, Phytophthora et Colletotrichum

<]
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(Arumugam et al.,2017 ; Anusha et al.,2017 ). Elles produisent différents composés bioactifs
qui sont toxiques pour les phytopathogenes mais qui n‘ont aucun effet toxique sur les humains
ou l'environnement (Pemila et al.,2019). Elles peuvent étre aussi utilisées comme
biofertilisants pour l'agriculture durable car elles peuvent améliorer la croissance des plantes
et la santé du sol (Yadav Neelam, Yadav Ajar Nath, 2019).

Ces bactéries filamenteuses sont réputés en tant que micro-organismes commerciaux qui
peuvent produire des métabolites utiles (Asmiaty et al., 2018). lls sont considérés comme la
source la plus prolifique de composés bioactifs, en particulier les antibiotiques disponibles sur
le marché (Pharada et al.,2019), qui peuvent fonctionner comme antifongiques, antibactériens,
antitumoraux, anticancéreux, antiviraux, herbicides, antidiabétiques, anthelminthiques et
antiprotozoaires , immunosuppresseurs (Sasmiati et al.,2017 ,Hoskisson et al.,2018) (tableau
01).

L'importance de ces microorganismes est clairement démontrée par le fait que plus de 5000
composés ont été signalés dans des Actinobactéries qui ont contribué au développement de
90% des antibiotiqgues commerciaux utilisés pour les besoins cliniques ou de recherche
(Ranjita et al.,2018), la plupart d'entre eux étant issus du genre Streptomyces (Angel Manteca
et Paula Yagtie , 2018 ; Anne et al.,2017) .

Tableau 01 : Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomycétes

Actinomycetes Antibiotiques Activités Réferences
producteurs
Streptomyces sp. Chaxalactine B Antibactérienne Rangseekaew
et al. (2019).
Streptomyces sp. PWS52 2,5-bis(1,1 Antifongiqueetantibactérienne Das et al
dimethylethyl)phenol (2018).
Streptomyces spp. Proximicine A, B,C  Anticancéreuse Rodriguez et
al. (2018).
Streptomycesspp.(CB09001) Huanglongmycine A, Anticancéreuseetantibactérienne Jiang et al.
BetC (2018)
S.heliomycini Actinomycine Anticancéreuse
Micromonospora sp. GH99  Brevianamide F Antibactérienneetcardioprotectrice Vinodhet
al.(2019)

s
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Nocardioides spp.  Sulfacetamide Antifongiqueetantibactérienne
(EA87)
Streptomyces spp. (C34) Chaxamycine D Antibactérienne
Streptomyces Furan-2-yl acetate Antiviral
VITSDK1spp.
Micromonospora sp. Phocoenamicins B , Antibactérienne
C

Betancur et
al.(2017)
Krzesniaket
al., 2018
Rajkumar et
al.,2018
Genilloud et
al.,2018

Divers genres d'Actinobactéries sont capables de produire un large éventail d'enzymes

industrielles potentielles qui peuvent étre utilisées dans des applications biotechnologiques et

dans les domaines biomédicaux (Banu et al., 2018), en particulier les amylases, cellulases,

protéases, chitinases, xylanases et les pectinases (Mukhtar et al.,2017).

Fig. 4: Applications des Actinobactéries (Dhanasekaran et al.,2016) .
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1.5. Réles et importances des Actinobactéries pour la croissance des plants

Les Actinobactéries tiennent un rolemajeur dans la communauté microbienne qui se

développent dans la rhizosphere végétale (Rante et al., 2017).

Afin d’influencer la croissance et la protection des plantes, ces microorganismes,
comme les autres PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) utilisent des mécanismes
directs aidant l'acquisition des nutriments (azote, phosphore et minéraux essentiels) et le
développement végétale a travers la production des phytohormones. (Arumugam et al., 2017).
D’autres mécanismes indirects sont utilisés dont la production de I'HCN (acide cyanhydrique)

I'inhibition de la croissance des agents pathogenes et I'induction du systeme de résistance des

plantes ( Malleswari et al., 2016 ; Dwi et al., 2018 ; Aris et al., 2019 ) (Fig. 5) .

»
.Di .
L4

Production des
sidérophores

Solubilisation
de P

Fixation
de N,

% N % g
:;'4 e
N

Rhizosphére ¥ 3
Promotion de la
Antibiose croissance des
plantes

N

Production
des enzymes

lytiques

Fig.5: Illustration schématique des mécanismes importants connus pour la

promotion de la croissance des plantes par les PGPR ( Parvatha et al.,2014).

1.5.1. La fixation d'azote :

L'azote est I'un des macroéléments dont les plantes ont besoin en grande quantité ( Novi et al.,
2019). cet eélément est essentiel pourlefonctionnement de nombreux processus biologiques, y
compris ceux qui se produisent dans les plantes (Li et al., 2017 ;Zaw et al., 2018 ) . L'azote
moléculaire, en raison de sa triple liaison, est une molécule qui n'est utilisée que par un petit

groupe de microorganismes hautement spécialisés. En effet, le processus biologique de la
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fixation de 1’azote atmosphériques varie d’une espece a une autre et il est généralement li¢
aux procaryotes (Hajjam,2017). Il est réalisée exclusivement par des bactéries qui possedent
la nitrogénase, une enzyme catalysant plusieurs réactions de reduction de I'azote
atmosphérique (N,) en ammonium (NHy,), qui est alors assimilable par la plante pour

constituer les molécules organiques (Selami ,2015 ; Berrabahet al., 2016 ;Perakis et al., 2019)

Parmi les Actinobactéries fixatrices d’azote, le genre Frankia établit des symbioses racinaires
(actinorhize) en s’associant avec 23 genres de plantes d'angiospermes qui sont collectivement
appelées " les plantes actinorhiziennes " (Normand et al., 2017 ;Ghedira et al., 2018). Cette
symbiose naturelle permet a la plante d’utiliser directement I’azote de 1’air environnant pour

sa croissance (In Cheriet, 2017).

L’association entre Alnus spp etFrankia s’inscrit dans le cadre des symbioses
actinorhiziennes. Au cours de cette interaction, la bactérie induit chez sa plante-h6te la
formation d’un nouvel organe au niveau racinaire, le nodule, au sein duquel ont lieu des
¢changes trophiques entre les deux partenaires. La bactérie fournit a I’héte de 1’azote réduit,
grace a sa capacité a fixer I’azote atmosphérique, et bénéficie en retour des composés
carbonés issus de la photosynthése de la plante (Fig.6) (Bahadur et al.,2015 Mehnaz.2017;
Schwaob, 2018) .

Frankia a généralement un effet positif sur la croissance de ses hétes et peut contribuer a des
gains importants en biomasse par rapport aux plantes non colonisées, bien que l'intensité et la
direction de cet effet puissent varier selon les combinaisons hote-souche de Frankia (Ballhorn
et al.,2017).

-



Synthése bibliographique

Fig.6: Echanges trophiques dans la symbiose actinorhizienne Frankia-Alnus(Pozzi , 2014) .

1.5.2. La solubilisation du phosphate:

Le phosphore (P) est I'un des principaux nutriments essentiels qui limitent la croissance
et le rendement des plantes (Fitriyanti et al.,2017 ; Lee et al.,2019 ; Bhattacharjya et al.,2019

) en raison de leur effet prometteur sur la croissance racinaire et le développement caulinaire.

Le phosphore est considéré comme une molécule biologique qui entre dans la
composition de I’ADN, I’ARN et des phospholipides. Il est également impliqué dans les
transferts d’énergie a I’intérieur des cellules par I’intermédiaire de molécules telles que I’ATP
( Sharon et al.,2016).Le phosphore peut exister dans les sols sous forme organique (Po) et
inorganique (Pi).Cependant, une grande partie (environ 95 a 99 %) est présente sous forme de
phosphate insoluble liée avec des cations comme le fer, I'aluminium et le calcium qui ne

peuvent étre utilisés par les plantes (Firew et al.,2016 ; Matos et al.,2017 ;Pallavi ,2018) .

Les microorganismes sont capables de favoriser I'assimilation du phosphore par les plantes,
en particulier les bactéries solubilisatrices de phosphates inorganiques, tels que Pseudomonas,
Bacillus, Burkholderia, Rhizobium et Actinobacteria (Zhangetal.,2019), environ 20 % des
Actinobactéries peuvent solubiliser le phosphate, y compris ceux des genres Actinomyces,

Micromonospora et Streptomyces (Alori et al.,2017) .
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Plusieurs de ces micro-organismes agissent comme agent solubilisant du phosphate et
convertissent le phosphore insoluble (PO,*) en forme soluble HPO,* et H,PO, par la
production des acides, les réactions d'échange, lI'acidification, la chélation et la formation de

substances polymeéres (Pandey et al.,2018 ; Suleman et al.,2018) .

En effet , Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate peuvent étre une source

prometteuse comme agent biofertilisant en agriculture (Bouali et al.,2017) .
1.5.3. La production des phytohormones

La communauté microbienne de la rhizosphére procure des bienfaits aux plantes par plusieurs

mécanismes, comme la production de phytohormones (Maheshwari ,2015).

Les hormones végétales ou les phytohormones sont des composés organiques naturels qui
régulent la croissance , le développement des plantes et leur capacité a réagir aux conditions
environnementales . Une large gamme de PGPR est capable de produire différents types de
phytohormones qui existent en cinq catégories : les auxines, les gibbérellines, les cytokinines,

I'éthyléne et 1’acide abscissique ( Singh et al.,2017 ; Hamoum, 2017) .

L'acide indole-3-acétique (IAA) est le principal membre de la famille des auxines produites

par les plantes et les microorganismes (Donoso et al.,2016 ; Patra et al.,2018 ) .

Les Actinobactéries synthétisent d'une maniére prédominante I'AlA a partir du tryptophane
par la voie de l'acide indole-3-pyruvique , chez de nombreuses espéces de Streptomyces,
I’AIA stimule la formation du mycélium et améliore également la production des

antibiotiques.( Ameur ,2014 ; Sousa et al.,2016 ;Kumar et al.,2018) .

L'AlA est une phytohormone responsable de différents processus de développement chez la
plantea savoir la division cellulaire, I'allongement, la différenciation, l'initiation racinaire, la
régulation de I'expression génique (Kanga et al.,2017 ; Dhungana et al.,2019; Sharma et
al.,2019) .En ravenche,il joue un rb6le important dans la formation des feuilles, le
développement des fruits , I'amélioration de la longueur des racines en augmentant le nombre
de branches et de poils qui aident a l'absorption des nutriments provenant des racines

environnantes (Chandra et al.,2018 ) .
1.5.4. Antibiose

L'antibiose est probablement le mécanisme le plus important utilisé par les PGPR contre les

agents pathogenes des plantes. Le terme antibiose trouve son origine dans le terme

<
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« antibiotique », qui désigne les substances organiques produites par des microorganismes qui

sont nuisibles a la croissance et a l'activité métabolique des autres microorganismes.

L'antibiose désigne donc I'inhibition d'un microorganisme par un antibiotique produit par un
autre microorganisme. Le résultat de ce mécanisme est souvent la mort des cellules

microbiennes par dégradation du cytoplasme cellulaire (Hajek et al.,2018; Adhya et al.,2018).

Plus de 70% des antibiotiques actuels sont dérivés de produits naturels d'Actinobactéries
principalement Streptomyces telles que S. phaeoviridis et S. griseoloalbus, S. viridogens et S.
viridogens. S. phaeoviridis et S. griseoloalbus qui présentent une activité antibactérienne
contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, y compris les souches de
Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline et a la vancomycine. Les deux autres
especes de Streptomyces (S. viridogens et S. rimosus) sont capables de supprimer la
croissance des champignons pathogenes (Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Colletotricum
falcatum et Helminthosporium oryzae), alors que ces espéces pourraient étre utilisées comme
bio-pesticides dans les productions agricoles (Shivlata et al., 2015 ; Husnan et al., 2016;
Zothanpuia et al., 2017) .

1.5.5. La production des enzymes hydrolytiques

Les enzymes hydrolytiques peuvent étre extraites de tout organisme vivant. Un tres large
éventail de microorganismes est utilisé comme une source d'activité enzymatique qui provient
plus particulierement de nombreuses genres actinobactériens comme par exemple
Actinoplanes, Corynebacterium, Arthrobacter , Micrococcus , Streptomyces, Cellulomonas (
Rao et al., 2019; Dumorné., 2019; Fatokun et al., 2016).

Il existe une réelle demande au niveau industriel pour tres nombreux métabolites bioactifs,
parmi lesquels les enzymes d'origine microbienne, en particulier les xylanases, cellulases, les
pectinases, les amylases, les kératinases , les galactosidases, les protéases, les lipases, les
gélatinases qui sont largement utilisées dans les applications biotechnologiques en industries
pharmaceutiques et alimentaires (médicaments, biocarburants, cosmétiques, compléments
nutritionnels, le textile, I'alimentation, les pates et papiers, l'agriculture, les détergents, etc....)
(Maheshwari et al., 2015 ; Janaki, 2017).

Certaines enzymes tels que les chitinases peuvent surmonter les dangers

environnementaux et humains qui résultent de l'application de pesticides et de fongicides

:
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nocives, grace a leur capacité a dégrader les parois cellulaires de nombreux organismes

nuisibles et pathogénes (Veliz et al., 2017).

Tableau 02: Quelques enzymes importantes et leurs applications.

Enzymes Souches Applications Références
Xylanase Streptomyces sp. Industrie des pates et Rosmine etal.
Thermomonospora papiers, du textile, en (2019).
fusca boulangerie, fabrication Shivlata et al. (2015).
de biocarburant, dans
I’alimentation animale, les
denrées alimentaires et les
boissons.
Cellulase Cellulomonas sp. , Formulation des Fatokun et al. (2016).
Arthrobacter sp. détergents, des textiles,
I'alimentation animale,
I'industrie du papier et des
pates.
Chitinase Nocardiopsis prasina Antibactérienne, Veliz et al. (2017).
,Streptomyces antifongique, insecticide
rimosus ou nématicide.
Pectinase Streptomyces Fermentation du vin, Priyanka (2019).
thermocarboxydus fabrication du papier,
additifs alimentaires (thé,
café..).
Amylase Streptomyces Fabrication du textile, Segaran etal. (2017).
gulbargensis ,industrie agroalimentaire
Kératinase Thermoactinomyces Production de plastique, El-Ghonemy et al.

candidus
Streptomyces
albidoflavus

transformation des plumes
en alimentation animale et
en engrais, dégradation
des prions, fabrication du
cuir, du textile et produits
cosmétiques.

(2017).
Singh et al. (2015).

1.6. Les Actinobactéries et le stress biotique et abiotique

Les plantes sont souvent soumises a des stress biotiques et abiotiques qui peuvent affecter

leur croissance et leur développement, limiter leur productivité dans l'agriculture et menacer

la sécurité alimentaire (Duque et al., 2013 ; Zhu et al., 2016 ; Naylor et al., 2018).

Les principaux stress abiotiques qui affectent la croissance des plantes sont la carence en

eau, le froid et la congélation, la chaleur et la salinité excessive des sols ou des eaux (Bakhsh

etal., 2014) .

<
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Cependant, les stress biotiques sont causés par des agents pathogenes, plus particulierement
par les champignons, les bactéries, les nématodes et les virus qui sont responsables des

maladies chez les végétaux (Gimenez et al., 2018).

Parmi les microbes bénéfiques, les actinobactéries jouent un réle potentiel en agriculture,
gréce a leurs capacité d'augmenter la fertilité du sol et de permettre aux cultures de face aux

stress biotiques et abiotiques (Anwar et al., 2016; Singh et Dubey, 2018).

Ces microorganismes possedent une meilleure tolérance a la temperature (Zanova et al.,
2011), a la salinité (Ballav et al., 2015) et aux métaux (El Sayed et al., 2015). lIs tiennet ainsi
un réle majeur dans le contréle des maladies phytopathogénes (Abdallah et al., 2013).

1.6.1. Utilisation des Actinobactéries en lutte biologique

La rhizosphére des plantes saines abrite des actinomycetes capables de facon durable
d’assurer la défense de ces plantes contre les agents phytopathogeénes (Meshram et al.,2013 ;
Rakotoarimanga et al., 2014 ) .

Les espéces de Streptomyces ont attiré beaucoup d'attention pour la lutte biologique contre
les pathogenes du sol grace a leurs capacité de produire divers composés bioactifs, par
exemple, la Blasticidine-S et la Kasugamycine qui ont été utilisés comme fongicides pour le

contréle de la pyriculariose causée par Pyricularia oryzae chez le riz (Fei Law et al., 2017).

Streptomyces alboflavus est également impliqué dans le contréle phytopathologique par
I’inhibition de certains champignons pathogenes en produisant des composés organiques
volatils afin de combattre contre Fusarium moniliforme Sheldon, Aspergillus flavus et

Penicillium citrinum (Wang et al., 2018) .

D’ailleurs, La voie biologique constitue la stratégie la plus fiable, elle consiste a utiliser
divers especes appartenant au Phylum des actinobactéries qui peuvent proteger les cultures en

participant a la lutte biologique. (Tableau 03).
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Tableau 03 : Activités de biocontrole de certaines souches actinobactériennes.

Agent biocontrol Phytopathogene Plante Référence
Streptomyces spp. Fusarium oxysporum Pois chiche Amini et al. (2016)
f. sp. ciceris
Micromonospora .sp ~ Fusarium oxysporum  Tomate Maheshwari et al.(2011)

f. sp .lycopersici

S.racemochromogenes Burkholderia glumae Riz Moreno et al. (2019)
Pseudomonas
fuscovaginae

S.violaceusnig Xanthomonas Grenade Chavan et al. (2016)
axonopodis pv.
punicae

S. griseolosporeus Colletotrichum Piment Suwan et al. (2012)

gloeosporioides
Microbispora sp. V2  Sclerotium rolfsii Mais Patil et al. (2014)

2. Le genre Streptomyces :

Les streptomycétes sont des bactéries filamenteuses a gram positif, sporulées et
aérobies strictes qui constituent un groupe bactérien spécialisé a forte teneur en G+C (69 -
78%) (Karagoz et Kotan Recep., 2017). Ces microorganismes sont principalement retrouvées
dans les couches superficielles des sols ou leur développement et leur dispersion sont facilités
par leur croissance mycélienne et leur capacité de sporulation (Seipke et al., 2011 ; Jones et
al., 2017).

Streptomyces est considérée comme le plus grand genre d'actinobactéries (plus de 500
espéces) qui appartient a ’ordre des Actinomycetales et a la famille Streptomycetaceae
(Hasani et al., 2014) .

De plus, Streptomyces comprend un groupe important de bactéries biotechnologiques. Ils
produisent les deux tiers des antibiotiques d'intérét médical et agricole (Manteca et Yague,
2018 ; Koepff et al., 2018 ; Sdnchez,2019). En effet, ces bactéries productrices d'antibiotiques

sont bien connues par leur capacité d’exercer effet bénéfique de biocontrole dans le sol

<



Synthése bibliographique

(Kanini et al., 2013 ; Nimaichand et al.2015). Outre les antibiotiques, ils produisent
également un grand nombre dautres meétabolites bioactifs, y compris des composés
organiques volatils qui stimulent directement et indirectement la croissance des plantes
(Citron et al., 2015 ; Cordovez et al., 2015).

3. La tomate
3.1. Classification

La tomate est une plante herbacée appartenant a la famille des Solanacées, cette famille
regroupe d’autres especes qui sont également bien connues, telle que : la pomme de terre, le
tabac, le poivron, I’aubergine et de nombreuses plantes ornementales (Benyahia, 2015). La

tomate a été classée scientifiquement par Linné en 1753 dans le genre Solanum, avec un nom

scientifique « Solanum lycopersicum » (Valimunzigha,2006)(tableau04) .

Tableau 04: La classification systématique de Solanum lycopersicum (Benton, 2008).

Régne Plantae
Sous-régne Trachenobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Solonales
Famille Solanaceae
Genre Lycopersicum
Espece Solanum Lycopersicum

3.2. Description Botanique

La tomate est généeralement cultivée comme plante annuelle, elle peut atteindre une hauteur de
plus de 2m (Abdesselem, 2017). 1l existe de nombreuses variétés cultivées qui sont classées
selon leurs caracteres botaniques et morphologiques.

3.2.1. Lagraine :

Les graines sont nombreuses et sont en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges,
de 3 a5 mm de longueur et 2 & 4 mm de large (Ghebbi, 2016).

3.2.2. Le systeme racinaire :

Il est tres développé et pivotant avec de nombreuses racines qui poussent jusqu'a une
profondeur de 50 cm ou plus. La racine principale produit une haute densité de racines

latérales et adventices (Naika et al., 2005).
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3.2.3. Latige:
Elle est pleine et anguleuse, elle pousse jusqu'a une longueur de 2 m (Shankara ,2005).

3.2.4. La feuille :

Les feuilles sont alternes et sans stipule. Elles sont composées, pennées, a 7, 9 ou 11 segments
ovales, incises ou dentelés grossierement et alternant avec des segments plus petits (Camille
Bénard ,2009).

3.3. Importance de la tomate dans le monde

La tomate est un légume populaire d'une grande importance économique en raison de sa
grande valeur nutritive dans l'alimentation humaine (Keabetswe et al., 2019; Simo et al.,
2019 ). Elle occupe une place tres importante dans I’agriculture mondiale. Sa production
représente 16% de la production mondiale de 1égumes (Hol/Plagaro et al., 2018; Obeng et al.,
2018). Actuellement, sa culture est accommodée a de nombreux climats (Badaoui, 2018),
principalement en raison des possibilités offertes par la production sous serre (Lecompte ,
2014).

3.4. Importance de la tomate en Algérie

En Algérie, la tomate est en pleine expansion, aprés la pomme de terre, elle est le second
produit maraicher dans les habitudes alimentaires. En effet, sa culture occupe une place
prépondérante dans l'économie agricole algérienne. Prés de 33000 ha sont consacrées
annuellement a sa culture (maraichére et industrielle) (Snoussi, 2010).

Preés de 70% de sol en Algérie est cultivé par les solanacées, avec une prédominance de la

tomate (2 444 ha en 2004), soit 40% du potentiel en serre (Zella et al., 2009) .
3.5. Effet du sel sur la tomate :

L'accumulation excessive de sel représente un défi pour les cultures économiquement
importantes comme la tomate (Solanum lycopersicum L.) La salinité est une contrainte
abiotique qui influe négativement presque tous les stades du cycle biologique de la tomate, en
entrainant une réduction de son rendement (Hichri et al., 2017; Krishna et al., 2019). En
effet, elle peut étre affectée par la salinité du sol ou par la salinisation causée par l'utilisation
excessive d'engrais (Labrada et al., 2019 ; Ortega et al., 2019). Cette contrainte affecte les
parameétres morphologiques de la tomate ainsi que la teneur relative en eau des feuilles, les
pigments photosynthétiques, les parameétres d'échange gazeux des feuilles, la fluorescence de

la chlorophylle et I'absorption des macronutriments essentiels (Parvaiz et al., 2018).

<



Chapitre 11 :

Materiel et Méthodes




Matériel et méthodes

1- Présentation de la zone d'étude :

-Localisation du site d’étude :

Les prélevements sont réalisés a partir des sols salins situés a proximité d'Oued Chlef a 15
km de la ville de Mostaganem (36°03'13.07 N, 0°15'46.69" E) (fig.07). L’échantillonnage est
effectué lors de la prospection du 04 décembre 2018. La température de 23 °C, 66%

d'humidité et en absence totale de précipitations. Notre choix s’est porté sur cette station en

raison de sa grande diversité végeétale et particulierement par sa richesse en marrube blanc

(Marrubium vulgare) (fig.08).
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Fig.08 : Marrubium vulgare

2. Caractérisation des actinobactéries indigenes du sol rhizosphérique de Marrubium

vulgare :
2.1. Prélévement des échantillons de sol rhizosphérique :

Aprés avoir écarté les pierres et les débris végétaux a la surface du sol,
approximativement 20g de sol rhizosphérique sont prélevés de fagon aseptique, a une
profondeur approximative de 10 cm puis déposés a I’aide d’une spatule stérile sur une boite
de Pétri stérile (fig.09). L’échantillon ainsi collecté est transporté au laboratoire ou il est

immédiatement analysé.

Figure 09 : Echantillonnage du sol rhizosphérique de Marrubium vulgare.
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Il est important de mentionner que d'autres prélévements dans plusieurs endroits du sol

avoisinant la plante sont effectués pour I'analyse physico-chimique.
2.2. Analyse physico-chimique du sol :

Les analyses physico-chimiques du sol sont effectuées au laboratoire phyto-pédagogique de

I'université de Mostaganem Abd el Hamid Ibn Badis.
2.2.1.pH:

Les valeurs pH-eau (acidité effective) des échantillons de sol sont déterminées selon le
protocole de Rouiller J et al, (1994). 20 g de terre fine sont introduits dans un Bécher et
additionné d'eau distillée jusqu’a 50 mL ; le tout est agité avec un agitateur magnétique
pendant une heure et laissé reposer pendant 30 minutes. Le pH du surnageant est ensuite

mesuré a l'aide d'un pH metre (inoLab pH 7110).
2.2.2.Conductivité électrique :

La conductivité électrique d’un sol est considérée comme un indicateur de sa salinité ¢ plus
un sol est salin, plus il est conductible. Pour la détermination de la conductivité électrique du
sol, 20 g de terre fine sont introduits dans un Bécher et additionné d'eau distillée jusqu’a 50

mL. Le mélange est agité pendant une heure puis laisser décanter 30 minutes. La conductivité
électrique (EC) est mesurée par un conductimetre (Consort muiti — parameter analyser

C3020).
2.3. Isolement de la microflore rhizosphérique indigene :

La dilution 107 est préparée par I’ajout d’un g de sol rhizosphérique & 9mL d’eau
physiologique. Une série de dilution (102 a 10°) est ensuite réalisée. A partir des trois
dernies dilution, 0.1 ml sont prélevés et étalés sur de la gélose nutritive additionné de 3% de
NaCl, ce qui permet la croissance des souches halophiles. Les boites de Pétri sont ensuite
incubées & 30°C durant 72 heures.

2.4. Purification et conservation des isolats actinobactériens :
2.4.1. Purification des Isolats :

Les différents isolats (S1, S2, S3 et S4) prélevés a I’aide d’une anse de platine stérile, ils sont
encemenceés sur le milieu GN, purifiés par stries et incubés a 30°C pour avoir des souches

pures.
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2.4.2. Conservation des Isolats :

Les isolats pures sont numérotés puis conservées pour favoriser leur viabilité. La méthode
de conservation des souches consiste a repiquer les isolats en tube sur gélose inclinée, les

incuber a 30°C pendant 48h et a stocker les cultures apres croissance a 4°C.
2.5. Identification des isolats :
2.5.1. Caractérisation macromorphologique des isolats :

L’observation de 1'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer une premiere

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l'identification.

Pour cela, une description directe faite sur les boites d'isolement, en choisissant les
colonies bactériennes les plus dominantes, ce qui permet au moins une distinction des isolats
les uns des autres, I'examen macroscopique des colonies développées sur les différentes
milieux ISP,, gelose nutritive (GN)et milieu MSR (Annexe 01) qui permis de déterminer la

forme ,la taille, le diamétre , le contour et la couleur des colonies .
2.5.2. Caractérisation micro-morphologique des isolats :
2.5.2.1. Coloration simple :

Les cellules bactériennes sont appréciées apres une coloration simple par la fuschine.
Une goutte d’eau stérile est déposée sur une lame propre, puis une parcelle de la culture, en
faisant avec 1’anse des mouvements circulaires de fagon a obtenir un étalement  mince et
homogene. Apres coloration par la fuschine, en passant la lame a la flamme du bec Bunsen
pour la seécher.

2.5.2.2. Coloration de Gram :

La coloration de Gram est une coloration différencielle. Selon la structure de la paroi, cette
technique permet de scinder les bactéries en deux classes : les Gram positives et les Gram
négatives. La coloration de Gram commence par la préparation du frottis fixé sur une lame,
qui est recouvert de violet de gentiane pendant une minutes ensuite, le frottis est traité deux
fois 30 secondes, avec une solution de lugol, suivi d'une décoloration a I'éthanol pendant
quelques secondes.la préparation est rincée rapidement a I'eau distillée. Cette étape engendre

I'aspect différenciel de la coloration de Gram : les bactéries a Gram positif gardent le violet de
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gentiane, tandit que les bactéries & Gram négatif le perdent et se décolorent. En fin, le frottis
est contre coloreé a l'aide de la fuschine pendant 1 min, la fuschine colore les bactéries a Gram

négatif en rose et laisse les bactéries a Gram positif colorées en violet foncé.

Les observations microscopiques des isolats sont effectuées aux différents grossissements
(Gx100, Gx400, Gx1000) pour voir leur forme et leur type de mode de regroupement.

2.5.3. Caractéres biochimiques :
2.5.3.1. Production de la catalase :

La catalase est une enzyme qui dégrade l'eau oxygénée (H.O;) en eau métabolique (H,0) et

oxygene (O,), selon la réaction suivante : 4
2H,0, — , 2H,0+0; (Marchal et al. 1991)

Pour ce test, sur une lame propre et seche, une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes est
déposée, et a l'aide d'une pipette pasteur, une colonie est prélevée et mélangée avec la goutte
d’eau oxygénée. L'observation est immédiate, s’il y aura des bulles, causée par le dégagement

gazeux de dioxygene, l'isolat est catalase positive (+), sinon elle est catalase négative (-).
2.5.3.2. Utilisation du citrate comme seule source de carbone :

Les isolats d'actinobactéries sont ensemencés en stries a l'aide d'une anse stérile a la surface
du milieu gélosé citrate de Simon en tube incliné. L'incubation s'effectue a 30+1°C.

L’observation de la croissance se fait durant une semaine.
2.6. Etude de I'activité antagoniste des actinobactéries :
2.6.1. Souches de microorganismes cibles :

Les microorganismes cibles proviennent de la collection du laboratoire de
microbiologie et biologie végétale, dont la majorité est catalogué et déposé dans la banque de
données de la collection mondiale (souches ATCC). Les souches bactériennes, les levures
sont réactivées respectivement dans la gélose nutritive et le sabouraud, puis incubée a 37 °C
pendant 24 heures pour les bactéries et 48 a 72 heures pour les levures. Le tableau ci-dessous
présente les caractéristiques de ces microorganismes. Le choix des souches indicatrices est

basé sur leur pouvoir pathogene vis-a-vis de I'étre humain et des plantes.
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Tableau05 : Caractéristiques des souches indicatrices.

Microorganismes Coloration de Gram Origine
Pseudomonas aeruginosa Gram Négatif ATCC 27 853
Escherichia coli Gram Négatif ATCC25 922
Bacillus cereus Gram Positif ATCC10 876
Staphylococcus aureus Gram Positif ATCC33 862
Candida albicans Levures ATCC10 231

2.6.2. Méthode de stries croisées :

L'étude de l'effet antimicrobien des deux isolats actinobactériens est effectuée selon la
méthode de Boubetra et al. (2013) .Les isolats sont ensemencés en un seul trait a la surface
du milieu solide ISP, dans I’extrémité supéricure de la boite de Pétri. Aprés 10 jours
d'incubation a 28+2°C, les microorganismes cibles sont ensemencés perpendiculairement a la

strie longitudinale de la souche d'actinobactérie.

La lecture des résultats se fait par la mesure du diameétre d'inhibition entre I’extrémité de
I'actinobactérie et la souche cible, apres 24 h d'incubation pour les bactéries et 48 a 72h

respectivement pour les levures et les champignons.
2.7. Effet de différentes concentrations de NaCl sur la croissance des isolats S; et Sy :

Les isolats d'actinobactéries (S1, S4) sont ensemenceés sur milieu ISP, additionné de
différentes concentrations de NaCl (50mM ,75mM, 100mM et 150mM) puis incubés 7 jours a
28+2°C.

3. Effet des isolats S; et S, sur la germination des graines de tomate en présence du stress

salin :

Afin dévaluer le processus de germination de la tomate, nous avons utilisé des graines

d'origine étrangére commercialisés en Algérie.

Les graines sont d’abords placées dans un récipient stérile contenant l'eau distillée stérile
durant 1 h pour faciliter leur germination puis resuspendus dans une solution d'hypochlorite
de sodium (13°Ch) pendant 15 min avec agitation manuelle. Les graines sont ensuite rincées
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abondamment a I'eau distillée stérile (3-5 fois) afin d'éliminer les traces de chlore ainsi que les
impuretés adhérées a la graine. Enfin, elles sont sechées sur papier filtre stérile et déposées sur
des cultures S1 et S4 en milieu ISP, a raison de 20 graines par boite additionné des différentes
concentrations de NaCl (50mM et 75mM) (Fig.10). Puis incubés a 28+2°C jusqua la

germination des graines de tomate.

Figure 10: Disposition des graines de tomate avec S1, S4 en boite de Pétri.
4. Analyse des caractéres PGPR:
4.1. Etude de la production d’Acide Indole Acétique (AIA) par les isolats :

La production d'AlA est déterminée selon la méthode décrite par Hariharan Harikrishnan et
al. (2014).

100 pl des cultures bactériennes sont inoculés dans du bouillon ISP, additionné de 0.2% de
solution de L-tryptophane stérile, leur incubation est effectuée dans un agitateur rotatif a 120
rpm pendant 7 jours a 28 °C. Aprés d'incubation, la culture est centrifugée a 11 000 rpm
pendant 15 min. 1mL de surnageant est mélangé avec 2 ml du réactif de Salkowski (1 ml de
FeCl; 0.5 M dans 50 ml d'HCIO,4 a 35%) et incubé a température ambiante pendant 30 mn
dans l'obscurité. Le développement d’une couleur rose indique la production d’AlA. La
quantification du spectrophotometre AIA est réalisée a l'aide du spectrophotometre UV-
Visible.
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4.2. Etude de la solubilisation des phosphates :

La capacité des deux isolats d'actinobactéries de libérer le phosphore soluble est testée
sur milieu Pikovskaya solide qui contient du phosphate tricalcique Caz(PO,4), comme seule
source de phosphate. Cette méthode préconisée par Paweena Suksaard et al, (2017) consiste
que chaque culture bactérienne est déposée sous forme de touches a la surface de la gélose

PVK, a l'aide d'une anse de platine stérile.

Aprés dix jours d’incubation a 30°C, les observations sont effectuées jusqu'a la formation
d'une zone claire (halo) autour de la colonie bactérienne indiquant la survenue dune

dissolution du phosphate.

Les diametres de I'halo et de la colonie bactérienne sont mesurés afin de calculer ’efficacité

de solubilisation par la formule suivante :

__ diamétre de la colonie+diameétre de I/halo

SI =

diameétre de la colonie

5. Effets de I'inoculation bactérienne sur la croissance végétale de la tomate en milieu

salin:
5.1. Germination des graines du la tomate :

Selon le protocole de Benidire et al. (2015), les graines sont mises a germer sur du papier
filtre stérile imbibé avec 2 ml de I'eau distillée stérile apres les étapes de désinfection cités

précédemment. Les boites sont incubées a 30°C.
5.2. Préparation de I'inoculum d'isolats d’actinobactéries :

Des flacons contenant le milieu ISP, liquide sont ensemences par les isolats S1 et S4 a l'aide

d'une anse de platine stérile et incubées a 30°C jusqu’a l'obtention du trouble.
5.3. Préparation des substrats de culture et inoculation bactérienne

Le substrat de culture utilisé est un mélange de sable de riviére et de tourbe (2V/1V)
désinfecté a 1’autoclave a 120° C, pendant 1 h. Le gravier utilisé pour assurer le drainage de
I’eau d’arrosage des cultures des plants est lavé 3 fois a I’eau de robinet, séché a lair et

stérilisé au four Pasteur 1 h a 180°C.
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Les plantules de tomate de taille identique sont transférées dans des pots en plastique
(contenant une petite quantité de gravier plus le mélange de terreau avec le sol de riviére) a
raison d’une plantule par pots. Ce traitement se compose de 63 pots, représentant sept

répétitions pour chaque niveau de traitement.

Apreés 15 jours de culture, des volumes de 1mL des suspensions bactériennes agées d’une
semaine contenant 161052 et 38682 UFC/mL (Slet S4 respectivement) sont ajoutés

directement au contact des systemes racinaires des plantules.

Aprés deux mois de culture, les plants sont arrosés une fois par semaine par la solution
nutritive modifiée d’Hoagland et Arnon (1950) (Annexe 01) additionnée de NaCl pendant 15

jours. Les concentrations testées sont 25 et 50 mM.
6. Prélevement des plantes :

Aprés deux mois de culture en serre et 15 jours de traitement par le stress salin, les pots sont
déterrés, les deux parties des plants de tomate (racinaire et aérienne) sont soigneusement
séparées et la partie souterraine est rincée a I’cau de robinet. Les plants sont ensuite transferés
au laboratoire pour détermination et analyse de quelques paramétres morphologiques et

physiologiques.
6.1. Estimation des parametres de la croissance des plantes :

Les paramétres de la croissance estimés sont par la hauteur des tiges, la longueur des racines,
le nombre des feuilles ainsi que les poids frais et secs et le taux d'accroissement de la partie

aerienne des plantes.

L'accroissement est déterminé par la formule suivante :

PSI-PST
—_— %

ACC = PST

100

PST : poids sec témoin non inoculés ; PSI : poids sec inoculé.
6.2. Mesure des parametres physiologiques des plants élevés en serre :
6.2.1. La teneur relative en eau des feuilles :

La teneur relative en eau des feuilles est déterminée sur cing feuilles par traitement. Les

feuilles sont immédiatement pesees individuellement et leur poids frais (PF) est enregistré.
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Elles sont ensuite immergées dans des petites sachets remplis d'eau distillée pendant une nuit
puis retirées et essuyées avec du papier absorbant et pesées de nouveau pour obtenir le poids

turgescent et mises a secher a 60°C durant 48 heures pour lI'obtention d'un poids sec.

La teneur relative en eau a été déterminée par la formule suivante :

PF — PS
TREF% = PT — PS * 100

PF : poids frais ; PS : poids sec ; PT : poids turgescent.
6.2.2. Dosage de la chlorophylle :

Les chlorophylles a et b sont déterminées selon la méthode de Navarro-Redenas et al (2012).
50 mg des feuilles sont mélangés avec 5 ml d'acétone (80%) a froid. Apres 15 mn de
centrifugation a 4000 rpm, l'absorbance (A) est mesurée a l'aide d'un spectrophotomeétre a
470,646 et 663 nm.

Les teneurs en pigments, exprimées en mg/g de matiere fraiche, sont calculées a partir des

équations suivants :

Chlorophylle total = (18.72*A646) + (7.15*A663); Chlorophylle a= (12.25*A663)-
(2.798*A646) ; Chlorophylle b = (21.5*A646)-(5.1*A663) ; Caroténoides = (1000* A470)-
[ (1.82*chlorophylle a)—(85.02 *chlorophylle b) ]/198.

6.2.3. Dosage du potassium et du sodium (par spectrophotométrie de flamme)

Le dosage du potassium et du sodium est effectué selon la méthode de Lambert (1977), 0.1 ¢
de poids sec de tissus végétaux broyés (racines ou feuilles) sont placés dans un bécher en
verre auquel sont ajoutés quelques gouttes d’eau distillée (obtenir un produit bateau), et 5 +
0.1 mL d’acide nitrique (> 65%, d = 1.37-1.41 g/ ml a 20 ° C Sigma-Aldrich). Le mélange est
fermé hermétiquement et concentré par ébullition a 100°C pendant 30 min. Une fois refroidit,
il est filtré sur des papiers filtre, le volume obtenu est ajusté a 25mL avec 1’eau distillée et

stocké a 4 ° C. Le témoin est préparé sans poudre végétale.

Les teneurs de Na et de K sont calculés selon la formule suivante :

ot VxD
Na'IK" (Mo/0)=55000.
(n : concentration du métal pg/mL, V : Volume de minéralisation(L), D : dilution, P : prise

d’essai (g))
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6.2.4. Mesure de la perméabilité membranaire :

Cette méthode permet d’évaluer 1’intégrité des membranes au cours d’u stress, elle consiste a
mesurer la perméabilité membranaire aux électrolytes intra cellulaires. En effet un tissu
immergé dans de I’cau distillée verra le contenu de ses cellules aller vers le milieu
hypotonique ceci d’autant plus que ses membranes cellulaires seront altérées. La
mesure de la conductivitt du milieu aqueux apres fuite des électrolytes,
comparée a celle du milieu aprés libération de 1’ensemble du contenu cellulaire,
permet d’évaluer le pourcentage de fuite électrolytique, marqueur de la fragilité

membranaire.

0.1g de feuilles sont découpées en trés petits morceaux et mises dans 10mL d’eau distillée ou
elles séjournent 24 heures.a température ambiante. La conductivité de la
solution est alors mesurée avec un conductimetre préalablement étalonné : EC1. L’échantillon
est mis ensuite au bain marie a 120°C pendant 20 minutes pour expulser tous les électrolytes,

puis refroidi a température ambiante. La conductivité est mesurée une seconde fois : EC2.

Fuite d'électrolyte totale (%) = (CE1/ CE2) x 100

=
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1. Caractérisation des actinobacteries indigénes du sol rhizosphérique

1.1. Analyse physico-chimique du sol:
1.11pH:

L'échantillon du sol analysé se caractérise par une valeur de pH égale a 8.15, cette mesure
permet de définir son état d’alcalinité (Bourgais et al., 2015). Le pH du sol est considéré comme le
plus important facteur influencgant la structure de la communauté microbienne (Kim et al., 2013),

notamment les classes d’actinobactéries (Chodak et al., 2015).
1.1.2. Conductivité électrique:

La valeur de la conductivité électrique de notre échantillon de sol est de 1.645 mS/cm. En se
basant sur les normes de la conductivité électrique du sol présenté selon Belyagoubi (2014)

(tableau 06), on peut affirmer qu'il s'agit d'un sol salin.
Tableau 06: Type de sol en fonction de la conductivité électrique (Belyagoubi, 2014).

Types de sol

Non salé Peu salé | Salé Tressalé | Extrémement salé
Conductivité (mS/cm) | <0.6 0.6-1.2 | 1.2-24 24-6 >6

Il est intéressant de constater que la conductivité électrique peut avoir un grand impact sur les
principaux groupes microbiens, elle refléte principalement la minéralogie et les teneurs en argile et
en sel du sol (PeiXue et al., 2018).

Les caracteres physico-chimiques du sol peuvent fortement influencer la distribution, la
croissance et la production de métabolites chez les microorganismes (Aurelia et al., 2013), plus
particulierement les actinobactéries qui sont contrélés par plusieurs facteurs tels que le pH, la CE,
la température, ’humidité... etc. (Nasrabadi et al., 2013 ; Akond et al., 2016 ).
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1.2. Isolement et purification de la microflore rhizosphérique indigéne:

L’isolement bactérien & partir du sol rhizosphérique sur le milieu GN+3% NaCl (Gélose
nutritive +3% NacCl) a permis, aprés une incubation de 72 h & 30°C, I’obtention de six isolats (S1,
S2, S3, S4, S5 et S6) caractérisés par une grande variabilité morphologique (Fig.11 ), ce qui prouve
la richesse du sol rhizospherique collecté en biodiversité microbienne ayant probablement des
effets bénéfiques, neutres ou nuisibles sur la croissance des plantes, tel qu’il a été décrit par Wei et

al., (2017) et Wang et al. (2018).

La croissance des isolats S1, S4 est abondante sur le milieu GN tandis que le reste d’isolats

présentent une croissance faible.

Apres incubation de 24 h a 30°C, les isolats purifiés présentent des colonies bien distinctes
Fig.11.
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Figure 11 : Aspect de quelques colonies isolées sur le milieu GN+ 3% de NaCl (a, b, ¢ et d) et leur purification sur

la gélose nutritive .

E
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1.2.2. Conservation des souches :

Les tubes sont récupérés apres incubation de 48h a 30°C, puis conserves a 4°C au réfrigérateur.

Figure 12: La croissance des souches sélectionnées S1, S2, S3, S4 sur la gélose inclinée.

1.3. Identification morphologique

1.3.1. Aspect macroscopique :

Les isolats sont observés macroscopiquement, leur aspect est indiqué dans le tableau

07ci-dessous :

Tableau 07 : Caractérisations macroscopiques des isolats

Isolat | Diametre | Pigment | Forme | Contour | Surface Opacité | Consistance | Elévation
(mm)
S1 4 Blanche | Ronde | Irrégulier | Lisse Opaque | Seche Bombeée
S2 1 Orange | Ronde | Irrégulier | Lisse Opaque | Crémeuse Plate
S3 3 Jaune Ronde | Irrégulier | Lisse Opaque | Crémeuse Plate
S4 3 Blanche | Ronde | Irrégulier | Rugueuse | Opaque | Séche Convexe
S5 3 Orange | Ronde | Irrégulier | Lisse Opaque | Crémeuse Plate
S6 2 Jaune Ronde | Irrégulier | Lisse Opaque | Crémeuse Plate

D’apreés ce tableau nous pouvons déduire que le type de colonies dominant est caractérisé par

des aspects lisses, réguliers et crémeux (S1 et S2). Des colonies crémeuses, irréguliéres et

pigmentées typiquement jaune et orange sont également présentes dans le milieu.

Nous avons effectué¢ des observations a l'eeil nu des isolats S1 et S4 purifi¢ par repiquages

sur les milieux GN, MRS et ISP2. La description de I’ensemble des résultats de 1’étude

macromorphologique des deux souches cultivées S1 et S2 est rapportée dans le tableau 08.
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Tableau 08 : Aspect macroscopiques des isolats dominants sur différents Milieux de culture

Milieu
Critére
de S1

Critére
de S4

GN MRS ISP2

Crémeuse, bossue, blanchatre a Séche, bombée, blanchatre a Crémeuse, convexe, beige, a bords

bords réguliers bords réguliers irreguliers

Crémeuse, bossue, beige, a Seéche, bombée, marron a Crémeuse, convexe, beige, a bord

bords irréguliers bords irréguliers irréguliers

Les caractéristiques macroscopiques des isolats S1 et S4 se rapprochent des caracteres

morphologiques des actinobactéries qui sont reconnues par leur aspect souvent compactes et

incrustés dans la gélose, seches ou crémeuses, pigmentées, convexes et a bords irréguliers
(Alkama, 2014 ; Benouagueni ,2015 ; Anusree et al., 2017).
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1.3.2. Aspect microscopique :

1.3.2.1. Coloration simple

L’examen microscopique révele que les isolats S2 et S3 sont de forme coques disposées en
amas, par ailleurs, S1 et S4 sont de forme filamenteuse (Fig.13c et d), Ils appartiennent
probablement au genre Streptomyces sp. , qui sont reconnues par leur aspect mycelien (Lubzens et
al., 2010).

coloration par la fuchsine (Gx100, Gx400, Gx1000).

Figure 13: Examen microscopique des isolats purifiées S1(c), S2(b), S3(a) et S4(d) apré

w

1.3.2.2. Coloration de Gram

Des observations au microscope optique (Gx1000) des col nies des isolats sont effectuées pour
confirmer leur Gram et leur appartenance au genre Streptomyces sp. (Fig.14). Les résultats

montrent clairement, que les isolats sont des bactéries a Gram positif .Ainsi, que leurs mycéliums

a6
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sont des hyphes fins, ramifiés et asporulés. Ce qui corrobore aux résultats de Gupta et al. (2017) sur

la morphologie de Streptomyces sp. BHUMBU-8. Ils ont signalé des filaments qui se rapprochent a
ceux de S1 et S4 (Fig.14).

Figurel4:Observation microscopique des deux isolats S1(A) et S4(B) aprés coloration de Gram et

leur comparaison avec Streptomyces sp.BHUMBU-80 (C) rapportée par Gupta et al. (2017) .

1.4. Etudes des Caracteéres biochimiques :
1.4.1. Test catalase

Le test a montré que les deux isolats (S1 et S4) possedent une catalase positive. (Fig.16).
Plusieurs travaux réalisés sur les actinobactéries (Hossain et al., 2014, Passari et al., 2016,
Abdullah et al., 2016;) prouvent que la plupart des souches Streptomyces sp. possedent la catalase.
En effet selon Al-Saadi et al.(2013) et Atta et al. (2014) Streptomyces clavuligerus et S.flaveolus

sont catalase négative.

E
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Figure 15 : Test de catalase des isolats (S1,54) .

1.4.2. Utilisation du citrate comme seule source de carbone:

Selon les résultats obtenus, les deux isolats ne sont pas capables d’utiliser le citrate comme seule

source de carbone (Fig.16).

Figure 16 : Test du citrate de Simmons des isolats S1, S4. T: témoin

Ces résultats sont en accord avec de Islam et al. (2014) et Dezfully et al. (2015) qui ont montré que
Streptomyces flavogriseus ne peut pas utiliser le citrate comme seule source de carbone.

.
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1.5. Effet des différentes concentrations de NaCl sur la croissance des isolats S; et S,

A travers les résultats obtenus, on note que la croissance optimale est enregistrée a 50mM de
NaCl, on remarque aussi qu’il ya une croissance modérée a 7SmM de NaCl, cependant nos isolats
ne poussent pas a 100mM et 150mM de NaCl (tableau09). Ces résultats corroborant avec ceux de
Huang et al. (2019) et Chen et al. (2019) qui ont montré que Streptomyces tirandamycinicus
sp.nov. et Streptomyces sp. S063 qui présentent une croissance optimale a 3% (50mM) de NaCl,
tandis que Streptomyces tirandamycinicus sp.nov. tolére jusqu'a 7 % de NaCl, ce qui n’est pas le

cas des souches étudiées.

Tableau 09: Test de croissance des isolats d’actinobactéries sur le milieu ISP2 a différentes

concentrations de NacCl.

Croissance a différentes concentration de Na Cl (mM)
(T 30°C)
50Mm 75mM 100mM | 150mM
S1 +++ ++ -- - -
S2 +++ ++ -- - -

(- -): pas de croissance; (++) croissance modérée; (+++) croissance abondante.

1.6. Effet des isolats S1 et S4 sur la germination des graine de tomate en présence de stress
salin :

Apres 15 jours de culture, une faible germination est observée chez les graines qui ne dépasse
pas 15%. Le taux de germination chez les sujets non inoculés est significativement supérieur a celui
enregistré chez les non inoculés (F=11.50 ; P=0.001). Nous avons aussi remarqué une diminution
non significative de la germination des graines traitées au sel et non inoculés, par contre aucun effet
significatif du sel n’a été enregistré chez les graines inoculées. Malgreé toutes les précautions prises,
d'importantes contaminations par des moisissures sont détectées sur les boites non inoculées;
celles-ci dépassent les 50% des boites testés en comparaison avec celles inoculées par S1 (11.11%)
et S4 (0%).
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Les résultats de ’ANOVA a deux facteurs ont montré des effets trés hautement significatifs de
I’inoculation sur 1’apparition des contaminants (F=14.81; P=0.000157), par ailleurs les
contaminants ne sont pas affectés par le sel (F=0.44 ; P=0. 646).

L’absence de contaminants dans les boites inoculées pourrait s'expliquer par la production
éventuelle de substances antimicrobiennes qui auraient €liminé ces contaminants. Des examens
ultérieurs sur l'effet antagoniste des isolats pourraient confirmer nos résultats. Les résultats
obtenus sont résumes dans le tableau 10.

Tableau 10: Effet simultané du stress salin et de I’inoculation par les souches de Streptomyces
sp. sur la germination des graines de la tomate et ’apparition des contaminants.

Inoculation Concentration Taux de germination (%) Taux de Contamination

(%)
NI 0 15.00+5.00 44.55+19.24
50 6.66+7.63 55.55+38.49
75 6.66+7.63 33.33+33.33
S1 0 0.00+0.00 11.11+£19.24
50 1.66+2.88 0.00£0.00
75 1.66+2.88 0.00£0.00
S4 0 1.11+£1.92 0.00+0.00
50 0.55+0.95 0.00£0.00
75 1.11+1.92 0.00£0.00
Inoculation 11.50** 14.81***
Concentration 0.87ns 0.44ns
Inoculation*Concentration 1.52ns 0.44ns

Les résultats sont exprimés en moyennexécart type (n = 3). Niveaux de significations de
I’analyse de variance ANOVA a deux facteurs: ns: non significatif, *: P < 0.05, **: P<0.01, ***;

P<0.001.

Ces résultats laissent supposer que le milieu de culture utilisé au cours de notre
expérimentation a provoqué une inhibition des substrats élaboré par les isolats testés ce qui a
conduit a cette réduction de germination des graines. Cela peut étre également expliqué par
I'impact négatif de la température qui n'est pas convenable pour faire germer les graines de tomate.
D'apres certaine auteurs (Mangmang et al., 2014 ; Kapilan et al., 2015) la technique de germination

des graines est basée sur leur trempage dans un bouillon de culture contenant les bactéries cibles.
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1.7. Etude de I'activité antagoniste d'Actinobactéries

Les résultats ont montre que les isolats ne présentent aucune activité inhibitrice vis-a-vis de la
levure et des bactéries et testées (Fig.17).

_—zsf/ e -

Figure 17:Resultats de I'activite antibactérienne des isolats vis-a-vis des bactéries (Gram+ et
Gram-) et de levure. A: S1 vis-a-vis Candida albicans, B: S1 vis-a-vis les bactéries tests, C :
S4 vis-a-vis Candida albicans, D: S4 vis-a-vis les bactéries tests. E: Escherichia coli ;

S:Staphylococcus aureus ; P: Pseudomonas aeruginosa ; B: Bacillus cereus et Ca : Candida
albicans .

i
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Beaucoup de travaux réalisés ont montré que la rhizosphére est la partie du sol la plus idéale
pour isoler des agents de lutte biologique (Ashokvardhan et al, 2014 ; Xue et al., 2015 ; Bach et al.,
2016 ; Himam et al., 2016 ; Schreiter et al., 2018). D'aprés certains auteurs (Aouiche et al., 2012 ;
Hadizadeh et al., 2015 ; Wang et al., 2015 ; Human et al., 2016) Streptomyces sp. présente une
grande activité antifongique ce qui permet de protéger les plantes contre divers maladies tel que la
fusariose provoquee par Fusarium oxysorum. Ceci peut étre justifie par le fait que nos isolats

présentent probablement une activité antifongique intéressante que nous n’avons pas testé.
2. Analyse des caracteres PGPR:
2.1. Etude de la production d’Acide Indole Acétique (AIA) par les isolats

Le développement d’une couleur rose en présence de tryptophane est observé dans le surnageant
des deux isolats (Fig. 18). Par ailleurs, chez I’isolat S1 I’analyse des résultats de dosage de la
production de 1’AIA provoque une production importante(fig.18).

Figure 18: Résultats de la production de l'auxine AlA par S1 et S4. T: témoin.

42
g



Résultats et discussion

L'acide indole acétique (IAA) est I'une des phytohormones les plus importantes qui améliore la
croissance et le développement des plantes en stimulant la prolifération de leur racine et en

favorisant les activités de la floraison et la fructification (Patil .V.S, 2019 ; Das et al., 2019).

Production d'acide indole acétique
AlA par les isolats

Absorbance (F=15.07; P<0.05) WAIA
0.02
0.02 T
0.01 -
0.01 - T
oc0 | .
s1 S4

Figure 19 : Production de l'auxine AlA par les deux isolats

Nombreux chercheurs indiquent que plusieurs espéces microbiennes sont impliquées dans la
production de I'AlA plus particulierement Streptomyces sp (Goudjal et al., 2013 ; Mohite. B,
2013 ; Fretes et al., 2013) . En effet, les résultats présentés selon Detraksa et al. (2018) montrent
que parmi 11 isolats d'actinobactéries, deux souches de Streptomyces cebimarensis présentent
une importante valeur de production de I'AIA (29.02 pg/mL et 17.17 pg/mL) .Ainsi, Jog et al.
(2012) ont observé la capacité de convertir l'acide aminé du tryptophane a I'AIA chez
Streptomyces rochei IDWR19 (17,8 mg I™) et Streptomyces albidoflavus (7,1 mg I™%).

2.2. Etude de la solubilisation du phosphate :

Cette étude permet de démontrer que les deux isolats ont produit une zone claire autour de leurs
colonies noires ce qui reflete une solubilisation de phosphate tricalcique (Fig. 20). Cependant, les

valeurs des diametres calculés ne présentent aucune différence entre les deux isolats (tableau 11).
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. .
..........
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Figure 20: Solubilisation du phospate des isolats S1 et S4 sur PVK..

Tableau 11 : Solubilisation du phosphore par les isolats étudiés

Souche Diametre de la colonie (cm) Diametre de I'nalo (cm)

S1 0.35+0.08a 1.5+1.73a

S4 0.35+0.21a 1.06+0.81a

ANOVA a un facteur 0.153ns Ons

ns: non significatif. Les résultats sont présentes en Moyennes + écart-type, selon le test
d’ANOVA a un facteur.

La figure 21 ci-dessous, illustre les valeurs de la variation de Il'indice de solubilisation du

phosphate qui comprise entre 4% - 6%. En effet, aucune différence significative n’a été observée

entre les indices de solubilisation du P chez les isolats étudiés.

0.15

Indice de solubilisation du phosphate

(%)

0.10

ns

0.05 ~

0.00 -

S1

S4

Figure 21 : Etude des variations de I’indice de solubilisation du phosphate par les deux souches

S1 et S4. ns : non sianificatif selon le teste ANOVA a un facteur.
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Le phosphore joue un réle biochimique essentiel dans la respiration, la division cellulaire, la
photosynthese, I'agrandissement cellulaire et plusieurs autres processus dans la plante vivante
(YYadav et al., 2018). De nombreuses études (Wang et al., 2017 ; Cy et al., 2018 ; Zheng et al.,
2018) montrent qu'il y a une grande variation des populations bactériennes qui ont la capacité de
convertir le phosphore insoluble en une forme accessible. Selon Ben Farhat et al. (2015) les
souches de Streptomyces sp. ont montré des niveaux élevés d'activité de solubilisation du
phosphate (38+0.95).

3. Effets de I'inoculation bactérienne sur la croissance végétale de la tomate en milieu salin:

Apres trois mois de culture en serre et 15 jours de stress salin, les résultats obtenus mettent
en évidence différentes réponses des plantes vis-a-vis du NaCl (Planche 1, Fig.1 a 3).
D’une maniére générale, nous avons observé que les plants inoculées présentent une meilleure
croissance comparée aux témoins qui ont été séverement affectés par la salinité, cela a entrainé un

flétrissement et éventuellement leur mort (Fig.22).

Figure 22 : Flétrissement d’un Plant non inoculé et traité par 50mM de NaCl.
-La détermination du taux de mortalité montre une différence chez les plantes étudiées (Planche 2,
Fig.1 a 8). Les effets négatifs de la salinité agissent principalement sur la croissance des plantes

non inoculées. De méme, malgré la taille importante des plantes inoculées par S4, elles semblent
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également étre sensibles au chlorure de sodium. Effectivement, les plants inoculés par S1 affichent
le taux de mortalité le plus faible (<28%), ceux inoculé par S1 dépassent 50% a forte concentration
tandis que chez les témoins il dépasse 70% en absence de stress et 80 a forte concentration de NaCl.
La salinité est une contrainte majeure qui affecte la croissance et le développement des plantes a
des degrés variables. La réponse varie d’un organe a un 1’autre, d’une espeéce a ’autre, selon la
nature et I’intensité du stress (Bouassaba et Chougui ,2018).

Nos résultats sont en concordance avec les travaux de Thouraya et al. (2013) et Mani et al. (2015)
qui confirment que la croissance de piment diminue en fonction de la concentration de NaCl. En
outre, d’aprés Rahman et al. (2018), les fortes doses de sel exercent un effet dépressif sur la
croissance de cing variétés de la tomate (Lycopersicon esculentum Mill.).

.En effet, Egamberdieva et al. (2017) ont demontré que les PGPR jouent un rdle important dans la
tolérance au stress de la tomate. Ces résultats rejoignent ainsi ceux de Bidgoli et al. (2019)
concernant d’autres plantes médicinales.

3.1. Etude des parameétres morphologiques :

Nous avons estimeé différents parameétres : la production des matiéres fraiches (PF) et seches (PS)
des plants, le nombre des feuilles (NF), la longueur racinaire (LR) et la Hauteur de la tige (HT). Les

résultats de ces parameétres sont reportés dans la planche 2 et le tableau 12.

Tableau 12 : Résultats de ’ANOVA a deux facteurs concernant l'effet des deux souches de

Streptomyces sp. sur les paramétres de croissance des plants de tomate en présence de NaCl.

HT NF LR TRE ACC

Inoculation 1.72ns 3.20ns 1.79ns 0.08ns 34.04****
Concentration 0.64ns 1.72ns 0.17ns 0.75ns 14.97**
Inoculation*Concentration 1.71ns 0.47ns 4.43** 0.79ns 3.86ns

*, ** *Ex% sont les niveaux de signification selon ANOVA a deux facteurs confirmé par
le test de Tukey a P<0.05, P<0.01 et P<0.0001, ns : non significatif

3.1.1. Le nombre de feuilles

Le nombre des feuilles chez les inoculés sont plus important que celui des témoins (Planche 2,
Fig.3).Toutefois, la a forte concentration (50mM) de NaCl se manifeste une Iégére diminution du
nombre des feuilles. Les résultats présentés dans cette partie, montrent que la salinité affecte le

nombre des feuilles chez I’ensemble des plants étudiées. Ceci est en accord avec les résultats de
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Parvin et al. (2015) qui ont indiqué que la salinité a affecté négativement le nombre de feuilles de la
tomate.

3.1.2. La hauteur de la tige

Les valeurs de la hauteur de la tige (planche 02, fig.01) sont plus importantes chez les plantes
inoculées par S4 sous I’effet de 25mM du NaCl. De plus, ces valeurs augmentent légerement en
présence d’une forte dose de sel (50mM). Toutefois, pour ce paramétre, c’est les plantes
inoculées par S1 qui sont faiblement affectées par I'action de la contrainte saline.

En revanche, les différentes concentrations de NaCl (25mM, 50mM) n'ont eu aucun effet
dépressif sur la hauteur de la tige des plantes non inoculées.

Ces résultats sont a I’opposé de ceux rapportés par Taffouo et al. (2008) qui montrent une réduction
importante de la hauteur des tiges durant le traitement salin chez le soja (Glycine max) et I’haricot
(Phaseolus vulgaris). Ce méme comportement a été observé par Houimli et al. (2011) chez trois

variétés de piment et par Masmoudi et al. (2011) chez la tomate.
3.1.3. La longueur des racines :

D’apreés les résultats présentés dans la figure 02 (planche02), nous remarquons que
I’inoculation affecte positivement la longueur des racines des plants en absence et en présence de
sel. Par ailleurs, nos observations montrent une lIégére amélioration de la croissance des racines

stressées.

En ce qui concerne I’effet de la concentration du sel et I’inoculation sur la structure
racinaire des plantules de tomate, nous notons un effet positif sur la longueur des racines
(planche02, fig02). Cet effet est apparent a partir de la concentration en NaCl de 25 mM, et
il estde plus en plusimportant au fur et a mesure qu’on augmente la concentration du
chlorure de sodium . En effet, & 50 mM nous remarquons une augmentation
importante sur la longueur des racines. De plus chez autres plantes comme, 1’orge et Vicia faba L,
une diminution de 1’¢longation du systéme racinaire a été observée a des concentrations élevées de
NaCl 100 a 200 mM (Suhayda et al., 1992). Par ailleurs, la premiére réponse des glycophytes
exposées a la salinité est un ralentissement de leur développement avec une croissance racinaire

souvent moins affectée que la croissance foliaire (Guerrier, 1996).
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3.1.4. Poids frais et secs des plantes :

L’inoculation par S1 affecte positivement les biomasses fraiches et séches des plants en présence et
en absence du stress salin(planche02, fig.05-06) En absence de stress les plants inoculés ont une

biomasse meilleure que celle des témoins. L’ajout du sel affecte faiblement les inoculés.

Nos résultats sont comparable a ceux rapportés par d’autres auteurs ayant travaillé sur la croissance

de la tomate en présence de stress salin (Manaa et al., 2011 ; Sholi et al., 2012)
3.1.5. Taux d’accroissement

Les résultats montrent que les taux d’accroissement des plants inoculés par S1 sont
significativement les plus élevés, relevant I’amélioration de la croissance induite par le
microorganisme or le stress salin semble causer une forte réduction de ce taux en comparaison avec

celui des plants inoculés par S4 ( fig.23).
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Figure 23 : L’effet des deux isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) en présence de NaCl sur le taux
d’accroissement des plants inoculés par rapport aux témoins.
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3.1.6. Teneur relative en eau :

La teneur relative en eau est considérée comme un excellent indicateur de 1’état hydrique de
la plante. Elle constitue un parameétre influengable pour toutes variations absorbantes des plantes.
Les résultats présentes dans la figure 04, planche 02 montrent qu’en absence de sel, I’inoculation
par S4 améliore fortement la teneur relative en eau des feuilles, or celle-ci diminue
remarquablement sous ’effet des différentes concentrations du NaCl (25,50Mm) chez les témoins
et inoculés, néanmoins elle est supérieure chez les plants inoculés par S1 a forte concentration en
sel. L’analyse de variance ANOVA a deux facteurs ne révéle aucun effet significatif de

I’inoculation ou des différentes concentrations en sel (P>0.05).

Nos résultats corroborent avec ceux de Riviro et al. (2014) et Arbaoui (2016) qui ont rapporté
que le choc salin réduit significativement la teneur relative en eau des plante. kaya et al (2010)
montrent que cette diminution est une réponse a la salinité, elle est signalée chez un grand nombre

de plantes soumises a la salinité.

L’impact du sel sur I’expansion foliaire est plus marqué avec une réduction importante de la teneur
relative en eau des feuilles en présence des différentes concentrations du NaCl. Des résultats

similaires ont été rapportés chez la tomate par Arbaoui Mohamed (2016).
3.2.2. Dosage de la chlorophylle:

Les résultats des teneurs des pigments chlorophylliens sont exprimes par la figure 24, ceux de

I’analyse statistique sont récapitulés dans le tableau 13.

D’apres nos résultats, nous remarquons qu’en absence de sel la concentration de chlorophylle
a(a) est plus important chez les témoins et les inoculés par S4. A 25 mM de NaCl, la concentration
augmente chez les témoins et diminue chez les inoculés. Par ailleurs a 50mM, elle diminue chez
les témoins et augmente chez inoculés par S4. En ce qui concerne les autres pigments :
chlorophylles b (b), chlorophylles totales (c) et caroténoides (d) [figure 24], la salinité semble
augmenter les teneurs des pigments a faible concentration puis diminuer faiblement chez les
inoculés par S1 a 50mM. Alors que le stress salin affecte négativement les teneurs des pigments

chez les plants inoculés par S4.
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Figure 24 : Teneur de différents pigments photosynthétiques dans les feuilles de plants de tomate inoculés par
deux isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en présence de NaCl. a : chlorophylle a; b : Chlorophylle
b; C : Chlorophylle totale ; d : Caroténoides.

Chez les végétaux chlorophylliens, la teneur en chlorophylle des feuilles informe sur le statut
physiologique de la plante. Elle diminue lorsque la plante est affectée négativement par un facteur
externe (Gitelson etal, 2003).
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L’analyse de la variance ANOVA & deux facteurs (tableaul3) n’a enregistré aucun effet
significatif de I’inoculation et de la concentration de NaCl sur la teneur en pigments
chlorophylliens.

Tableaul3 : Résultats de ’ANOVA a deux facteurs concernant l'effet des deux souches
d'Actinomyces sp. sur la teneur en pigments photosynthétiques des plants de de tomate en

presence de NaCl.

ChA ChB Cht Car
Inoculation 1.16ns  1.25ns 2.89ns 27.59ns
Concentration 0.18ns  0.14ns 0.011ns 9.06ns
Inoculation*Concentration 0.95ns  0.67ns 2.54ns 43.47ns

ns : non significatif & P>0.05 selon ANOVA a deux facteurs confirmé par le test de Tukey.

3.2.3. Teneurs des plants de tomates en sodium et en potassium:
3.2.3.1. Teneurs foliaires et racinaires en sodium :
-Dans les feuilles :

Les résultats obtenus (fig.25), indiquent que D’effet du sel induit une augmentation
importante des teneurs en sodium chez les plantes traitées par I’isolat S4 et non

inoculés ainsi une augmentation moyenne chez S1.

Les plants incapables de compartimenter Na*dans leurs feuilles sont nettement plus sensibles a la
salinité. En effet, ces plants semblent peu efficaces pour abaisser la concentration cytoplasmique
de Na*, ce qui est peut-étre I’une des causes profondes de leur sensibilité au niveau cellulaire, mais
I’incapacité de débarrasser le cytoplasme de Na® a pour conséquence que cet ion est facilement

transporté dans le phloéme de ces plantes (Zid.E et Grignon.C, 1986).
-Dans les racines:

L’¢tude des résultats obtenus (fig.27) montre que I’application de sel a différentes
concentrations provoque une augmentation plus importante des teneurs en sodium des racines

chez les plantes.

Selon Faouzi Haouala et al (2010), ce parameétre augmente avec la salinité cela veut dire,

qu’en présence de sel, la croissance pondérale des racines devient supérieure a celle des feuilles.
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Selon le méme auteur, la croissance des racines, chez cette espece, est plus affectée que celle de la
partie aérienne. Ainsi tous les organes de la plante accumulent cet ion en présence de NaCl, et les
racines se chargent relativement plus que les parties aériennes en ce cation. La tolérance de la plante
au sel est due & I’efficacité de la restriction de I’entrée des ions Na*dans la racine (Suhayda et al.,
1992).
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Figure 25 : Teneurs en sodium chez les plants témoins (NI) de tomate et inoculés par deux isolats de
Streptomyces sp. (S1 et S4) en présence de NaCl. Les résultats sont exprimes en moyennezécart type
(n=23).
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L’analyse de variance ANOVA a deux facteurs révele que les concentrations en sel ont des effets

significatifs sur les teneurs foliaires en Na (F=2.15%*) (tableau 14).

Tableau 14 : Résultats de ’ANOVA a deux facteurs concernant l'effet des deux isolats de
Streptomyces sp. (S1 et S4) sur les teneurs en sodium et potassium des plants de tomate en présence
de NaCl.

Facteurs Potassium Sodium
feuilles Racines Feuilles Racines
Inoculation 7.09** 7.228** 3.063 ns 0.58 ns
H *kkk *
Concentration 17.28 348.430% % 2.15 0.14ns
Inoculation * Concentration 5,06** 43,933**** 1.5ns 0.55ns

*, ** sont les niveaux de signification selon ANOVA a deux facteurs confirmé par le test

de Tukey a P<0.05 et P<0.01, ns : non significatif

A travers nos résultats et les analyses statistiques effectuées, il en ressort que 1’augmentation
de sodium dans les plantes de la tomate est influencée par la présence de NaCl, les teneurs du Na
dans les racines sont plus importantes que ceux des feuilles chez plants inoculés et non inoculés. En
effet, ’application de stress salin induit une augmentation de teneur en Na dans les feuilles et les

racines.

3.2.3.1. Teneurs foliaires et racinaires en potassium :

-Dans les feuilles:

Cette étude montre que la teneur en potassium dans les feuilles de la tomate est augmenté en
presence des differentes concentration du NaCl (25mM, 50mM), chez les non inoculés et S4, ainsi
que pour Slon observe que la teneur en potassium est diminuée en 25mM du NaCl ,alors que a
50mM du NaCl la teneur en potassium est plus importants(fig.26). Cette caractéristique ionique se
rencontre généralement chez les plantes ol la teneur élevée en K'est corrélée avec la tolérance au
sel (Taleisnik-Gertel, Tal, 1986).
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Figure 26 : Teneurs en potassium chez les feuilles des plants témoins (NI) de tomate et inoculés
par deux isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) en présence de NaCl. Les résultats sont exprimés
en moyennezécart type (n = 3).

L’¢étude statistique des résultats (Tab .14), affiche que le traitement salin induit par le NaCl

provoque un effet trés hautement significatif sur la teneur en potassium (F=17.28****)
-Dans les racines:

L’analyse des resultats obtenus (fig.27.) affiche, que [D’application de sel a
différentes concentrations (25 et 50 mM) provoque une accroissement des teneurs en potassium
dans les racines des plantes de tomate inoculés et ttmoins. Le traitement salin & un effet trés

hautement significatif sur la teneur en potassium des racines des plants de tomate (tableau 14).

L’estimation des concentrations moyennes en K* pour les différentes concentrations de NaCl
utilisées (Fig. 27), indique que I’effet dépressif de NaCl sur le niveau du potassium se
manifeste légerement au niveau des racines.
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Figure 27 : Teneurs en potassium chez les racines des plants témoins (NI) de tomate et inoculés
par deux isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) en présence de NaCl. Les résultats sont exprimés
en moyennezécart type (n = 3).

D’aprées I’expérience de Danielle Scheidecker (1965), la teneur en potassium est plus élevée
et légérement plus forte dans les racines que dans les parties aériennes, le tiers de l'azote, du

phosphore, du soufre et du potassium est dans les racines.

Au sein de la plante, le potassium a des fonctions importantes, notamment en régulation
de Tlouverture et la fermeture des stomates, 1’ajustement osmotique de la plante

(turgescence) et la croissance racinaire (Olivier Goujard et al (2013).

Certains travaux ont montré que la tolérance des plantes a la salinité peut étre due a une
capacité de la plante a limiter ou & contrdler I'accumulation de I'ion Na* et K* dans ces tissus
(Ashraf et McNeilly, 1988 ; Ben Khaled et al., 2007).

3.2.4. Mesure de la perméabilité membranaire

D’aprés les résultats obtenus (Fig.28), on note une régression progressive de la fuite
d’¢électrolytes avec 1’augmentation du degré de salinité chez les témoins, une stabilité a faible
concentration suivit d’une faible baisse a forte concentration chez les plantes inoculées par S4 et
une faible augmentation chez les plantes inoculées par S1. L’inoculation par S1montre des niveaux

de pertes d’¢lectrolytes les plus faibles montrant ainsi que les tissus végétaux de ces plants sont peu
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ou pas endommagés, contrairement a ce qui a été rapporté par Khan et al. (2013) qui ont affirmé
que les fuites d'électrolytes ont augmenté avec l'augmentation des niveaux de salinité chez le
concombre (Cucumis sativus L.). En effet, Iseri et al. (2015) et Hnilickova et al. (2019) ont
indique la méme tendance croissante des fuites d’¢électrolytes chez la tomate, la et laitue (Lactuca

sativa) , I’épinard d’été (Tetragonia tetragonoides) et le pourpier (Portulaca oleracea) .

La fuite d'électrolyte est une caractéristique de la réponse au stress dans les cellules
vegetales. En cas de stress les membranes vont subir des denaturations qui vont altérer
leur intégrité. Ces altérations sont dues a la peroxydation des lipides
constitutifs et a la dénaturation des protéines membranaires. Ce phénomeéne est largement utilisé
comme test pour les lésions causées par le stress sur les tissus végétaux et comme mesure de la

tolérance au stress des plantes (Demidchik et al., 2014).
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Figure 28 : Fuite d’¢lectrolyte de feuilles des plants témoins (NI) de tomate et inoculés par deux

isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) en présence de NaCl. Les résultats sont exprimés en
moyennezxécart type (n = 3).




Planche 1 : Effets de I'inoculation bactérienne sur la
croissance vegétale de la tomate en stress salin




Planche 02 :

Représentation graphique des résultats des paramétres de la croissance des plants de
tomate, inoculés par deux isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en

présence de NaCl.

Fig 01 : Hauteur de la tige des plants de tomate inoculés par deux isolats de

Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en présence de NaCl.

Fig 02 : Longueur des racines des plants de tomate inoculés par deux isolats de

Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en présence de NaCl.

Fig 03: Nombre de feuilles des plants de tomate inoculés par deux isolats de

Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en présence de NacCl.

Fig 04 : Effet de I’inoculation par deux isolats de Streptomyces sp. (S1 et S4) sur la
teneur relative en eau (TRE) des plants de tomate stressés par le NaCl.

Fig 05 : Poids frais des feuilles des plants de tomate inoculés par deux isolats de

Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en présence de NaCl.

Fig 06 : Poids sec de feuilles des plants de tomate inoculés par deux isolats de

Streptomyces sp. (S1 et S4) et témoins en présence de NaCl.

Fig 07 : Poids frais des plants de tomate inoculés par deux isolats de Streptomyces sp.

(S1 et S4) et témoins en présence de NaCl.

Fig 08 : Poids sec des plants de tomate inoculés par deux isolats de Streptomyces sp.
(S1 et S4) et témoins en présence de NaCl.



Planche 2 : Mesure des parameétres de croissances des plants de tomate
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Conclusion :

Au cours de ce travail, nous avons effectu¢ d’une part I’isolement et la
caractérisation morphologique des microorganismes a partir du sol rhizosphérique du
marrube blanc et d’une autre part 1’étude de leur effet sur la croissance et la tolérance

des plants de tomate en présence de stress salin.

Les résultats des analyses physico-chimiques du sol montrent qu’il est salin et

légerement alcalin.

L’isolement bactérien a permis d’obtenir six isolats dont deux appartiennent
aux actinobactéries, les résultats des caractéristiques macromorphologiques,
micromorphologiques et biochimiques des bactéries obtenues confirment que les
actinobactéries isolées appartiennent au genre Streptomyces, ils sont pourvues de

catalase, ne dégradent pas le citrate de Simmons et tolérent jusqu’a 75mM de NaCl.

Les résultats de 1’analyse des caractéres PGPR montrent que la meilleure
production d’AIA est notée chez S1 et que le maximum de solubilisation du
phosphate inorganique est observé chez S4, en revanche aucun effet des isolats n’est

détecté sur la germination des graines de tomate en présence de sel.

Les résultats de I’étude de l'activité antagoniste des deux isolats ont montré
qu’ils ne présentent aucune activité inhibitrice vis-a-vis de la levure et des bactéries

testées.

L’estimation des paramétres de la croissance des plants de tomates
inoculées par les deux isolats en présence de sel a montré que la croissance des
plants est significativement meilleure ainsi que sa teneur relative en eau, son taux
de mortalité et sa résistance au stress salin comparativement aux plants témoins (non
inoculés). En outre, la mesure des paramétres physiologiques montrent que
I’inoculation principalement par S1 améliore les teneurs en pigments chlorophylliens,
en K et en Na, et évite les pertes des électrolytes. Les résultats obtenues montrent
I’importance des Streptomyces dans la croissance des plants de tomate .ils montrent
également un effets protecteurs contre les bio-agresseurs, et leur capacité
inhibitrice de la croissance des souches phytopatogenes qui infectent cette

variété de tomate.




Conclusion

En perspectives, il serait intéressant de poursuivre ce travail :

En complétant les études sur l'impact physiologique et biochimique du
NaCl sur I’espece végétale étudiée et mettre en évidence l'activité des
enzymes antioxydantes afin de comprendre les mécanismes de
tolérance au sel chez cette espece végétale.
Tester 1’effet des isolats sur la croissance et la tolérance au sel d’autres
especes vegetales.
o ldentifier les isolats et produire en serre des plants sur des sols
naturellement salins et inoculés par les deux isolats indigenes et essayer
de les planter dans une parcelle expérimentale pour tester leur éventuelle

application en agriculture et en agroalimentaire.
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Annexe 01

Annexe 1: Composition des milieux de culture

1. Etude d'identification des actinobactéries:

-Milieu ISP2:

GIUCOSE ... 49
Extraitde levure ...................ooiai 49
Extraitdemalt ............................... 10g
AGAr .o 209
Eau distillée g.5.p ...oovevivviiiiil, 1000ml
PH 7.2

-Milieu Gélose Nutritive (GN):

Peptone .......ccoovvviiiiiiiii 59
Extraitde viande ............................ 19
Extraitde levure .....................oeee. 29
NaCl ... 5¢
AT o 159
Eau distillée g.S.p ..ovvovinviniiiiinnn. 1000ml
PH o 7.5

N(NOT3) e 3800
NINH ). 180
30
K 1650
O 1520
M. 3000
S 3013
Cl 870
N 20
Fe. 20




Annexe 01

MN. .o 11
4 | PP 1
B 30
MO 0.22
CUui 0.96

-Milieu de Citrate de Simmons:

Citrate de sodium ..............coeviiiiiniinnnnn. 19
Bleu de bromothymol ............................. 0.08g
Chlorure de sodium ...............cooiiiiiinnin, 59
Sulfate de magnésium ...............cooeiinennen 0.29
Hydrogénophosphate de potassium ............. 19
Dihydrogénophosphate d'ammonium ........... 19
AQAr-agar ......o.ovviiiiii i 159
Eau distillée @.S.p o.ovvvineiiiiiiiiee . 1000ml
PH o 6.9

2: Etude de I'effet PGPR:

- Acide Indole Acetique (AlA):

Bouillon ISP, additionné de 0,2% de solution de L-tryptophane.

- Réactif de Salkowski :
(1 ml de FeCl3 0,5 M dans 50 ml d'HCIO, a 35%)

-Milieu Pikovskaya solide (PKV) :

Cag(POa)2 v 59
(NH2)2SO4 v 0.5¢
MQ@SO4,7H20 ..o 0.1g
GIUCOSE ... 10g
FESOL v 0.005g
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Bleu de bromophénol ....................... 0.259
Al o 159
KCL. oo 0.2g9
Eau distillée @.8.p «.ovvvveiin v, 1000ml

3. Effets de I'inoculation bactérienne sur la croissance végétale de la
tomate en milieu salin:

-Solution nutritive modifiée d’Hoagland et Arnon (1950) :

components Final concentration
Macroélements mg/L (mM)
KNO3 255 2.5
€Ca(NO3)2, 4H20 590 2.5
MgSO4, 7TH20 245 1
Micronutriments Mg/L UM
MnSO4, H20 0.9 5
ZnS04 ,7TH20 0.2 0.5
CuS0O4 0.05 0.25
H3BO3 1 15
Na2Mo0O4,2H20 0.15 0.5
Co(NO3)2, 6H20 0.1 0.25

FeEDTA 4.85 135
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Annexe 2: Préparation des solutions étalon du potassium et du

sodium

- Solution de base de sodium a 1 mg/Na/ml

dissoudre 2,5413 g de NaCl dans un litre d’acide nitrique a 1% - gamme contenant
Solution d’étalonnage de sodium :

Préparer & partir de la solution précédente une gamme contenant :

0 - 50-100-150 et 200ug de Na/mL en milieu HNO3 a 1%.

Courbe d’étalonnage du Sodium

y = 0.0006x + 0.026
Do Na+ R? = 0.831

0.15

/
0.1 .
L J
0.05
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
(ug/mL)

- solution étalon de base de potassium a 1000 pg de K/mL est préparée par la

dissoudre 1,907 g de KC1 pur “pour analyses” et séché 1 heure a 105° C dans un litre
d’acide nitrique & 1% (ImL de HNO; est ajoutée a 64mL d’eau distillée). Les
solutions d’étalonnage de potassium sont préparées a partir de la solution
précédente :0 - 50- 100- 150 et 200ug de K/ml en milieu HNO3 a 1%.

V (mL) & prélever a |0 0.5 1 1,5 2
partir de la solution de
KCI (1000ug de K/mL)

ED (mL) 10 9.5 9 8.5 8
Solutions étalon (ug de |0 50 100 150 200
K/mL)
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Diluer la solution de I’échantillon convenablement (2 a 10 fois) pour avoir K entre 50
et 200 pg/mL.

Courbe d’étalonnage du potassium

DO
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K+ y = 0.708x - 1.3333
R?=0.9536
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Résumé :

Cette étude nous a permis d’isoler a partir du sol rhizosphérique de Marrubium vulgare
six morphotypes bactériens dont deux (Slet S4) appartiennent au genre Streptomyces. Leur
caractérisation biochimique a montré qu’ils sont a Gram positif, incapables de dégrader le
citrate de Simmons, posseédent la catalase et tolérent jusqu’a 75mM de NaCl. Ils sont aussi
capables de produire 1’auxine (Acide Indole Acétique) et de solubiliser le phosphate
inorganique. Ces deux isolats ne présentent aucun effet sur la germination des graines de
tomate et aucune activité inhibitrice vis-a-vis des microorganismes testés.

L’étude de I’effet de I’inoculation In vivo des plants de tomate par les deux isolats
en contrainte de salinité (25 et 50mM de NaCl) montre qu’en comparaison avec les plants non
inoculés, leurs croissance, teneur relative en eau, teneurs des pigments chlorophylliens et des
minéraux (K et Na) sont significativement meilleures, leurs tissus végétaux sont moins
endommagés et leur taux de mortalité est plus faibles.

Mots clés :

Sol rhizosphérique ; Streptomyces ; caractérisation biochimique ; NaCl ; production
d’auxine ; solubilisation phosphate ; inoculation ; tomate ; croissance.

Abstract

In the present study we isolated six bacterial morphotypes from Marrubium vulgare
rhizospheric soil of, two of them (S1 and S4) belong to Streptomyces genus. Their
biochemical characterization has shown that they are Gram positive, unable to degrade
Simmons citrate, possess the catalase enzyme and tolerate up to 75mM of NaCl. They are also
capable of producing auxin (Indole-3-acetic acid) and solubilizing inorganic phosphate. These
two isolates have no effect on tomato seed germination and no inhibitory activity against the
tested microorganisms.

In vivo inoculation effect of tomato plants by the two isolates under salinity constraint (25 and
50mM NaCl) showed, that their growth, relative water content, chlorophyll pigment and
mineral (K and Na) contents are significantly better, their plant tissues are less damaged and
their mortality rate is lower compared to uninoculated plants.

Keywords :

Rhizospheric soil; Streptomyces; biochemical characterization; NaCl; auxin production;
phosphate solubilization; inoculation; tomato; growth
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