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Introduction

La pollution de I’environnement est un phénomene préoccupant. En effet, avec

I’accélération du développement économique, ’homme est de plus en plus responsable.

Les métaux lourds constituent une catégorie de polluants. Aujourd’hui, la majorité des
métaux lourds libérés dans I’environnement proviennent des émissions de fonderies et
d’autres activités industrielles. La contamination par ces métaux provoque une diminution de
I’activité microbienne dans les sols et par conséquent la diminution de leurs fertilité, ce qui
cause un stress abiotique chez les plantes, provoquant des pertes dans la production végétale
(Gaoetal., 2010 ; Yuan et al., 2015).

Pour remédier a ce probléme, ’homme a eu recours a différents procédés physiques et
chimiques. Cependant, malgré leur efficacité, ces méthodes sont coliteuses et peuvent
engendrer d’autres types de pollution (Vavasseur, 2014).

La bioremédiation, c'est-a-dire I’emploi de procédés biologiques pour éliminer les
polluants industriels, est une option avantageuse pour diminuer la pression exercée sur
I’environnement. Cette technique désigne un ensemble de processus utilisé pour dépolluer des
sites naturels (sol, sédiments, eaux de surface ou souterraines) en faisant appel a l'utilisation
de micro-organismes, de champignons, de végétaux ou d'enzymes qu'ils produisent. Les
moyens mis en ceuvre sont donc respectueux de l'environnement et de la santé humaine
(Jergensen et al., 2000).

Par ailleurs, I'utilisation de bactéries rhizosphériques pour atténuer I'effet des métaux
lourds sur les plantes, offre une possibilité intéressante pour développer une agriculture
¢conomique et écologique (Huang et al., 2004).

Beaucoup de travaux ont été publiés ces dernieres années sur I’application des
rhizobactéries pour restaurer la croissance des plantes et atténuer I’impact sur le milieu
(Hussein et al., 2004 ; Pandey et al., 2013 ; Bensidhoum et a/., 2016). C’est dans cette optique
qu’on s’est assigné les objectifs suivants :

Isolement de quelques bactéries rhizosphériques résistantes aux métaux lourds et étude

de leurs effets sur la restauration de la croissance de la tomate sous stress métallique.

Cette présente étude est divisée en 3 parties ; la premiére est consacrée a la synthese
bibliographique en rapportant I’essentiel de la littérature scientifique sur la thématique. La
deuxieme partie est celle de matériel et méthodes (isolement et sélection de rhizobactéries

métallo-résistantes, recherche de quelques traits PGP et un test /n vivo sur I’effet des isolats

p.-1
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s¢lectionnés sur la restauration de la croissance de la tomate). La troisiéme partie est
consacrée a la présentation des résultats obtenus ainsi que leur interprétation et discussion.
Et enfin, une conclusion résumant les principaux résultats obtenus dans le travail mené a

¢té faite, et des perspectives ont été présentées pour une meilleure exploitation des isolats
obtenus.
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1. La rhizosphére

La rhizosphere, telle que définie par Hiltner en 1904, est le volume du sol soumis a
I’influence des racines des plantes, y compris les racines elles-mémes (Hartmann et a/., 2008).
Elle est composée de I’endo-rhizosphére, le rhizoplan et 1’exo-rhizosphére ou le sol
rhizosphérique (Gray et Smith, 2005). La rhizosphere est le lieu d’interactions entre le sol, la
plante et les microorganismes. Ces interactions dépendent des conditions physiques du milieu
et des organismes mis en jeu (Miah et al., 2000). Cette zone d’interactions s’étend de
quelques micrometres a plus de 2 mm en dehors de la surface racinaire (Kennedy et De Luna,
2004). De méme, la densité des bactéries est plus élevée dans la rhizosphere que dans le sol
distant des racines, (Whipps, 2001). Cette interface entre les microorganismes et les racines
des végétaux peut avoir une grande influence sur I’augmentation des éléments nutritifs et la

diminution de la toxicité des métaux (Smith, 1994).

2. Diversité microbienne dans la rhizosphére

La rhizosphére est un micro-écosystéme abritant des microorganismes qui sont
principalement des : bactéries, champignons, protozoaires, et archées ; certains groupes sont
phytopathogenes, d’autres sont bénéfiques a la plante (Raaijmarks, 2009). Les rhizobactéries
représentent le groupe le plus important des microorganismes de la rhizosphere, ce sont les
bactéries qui se trouvent sur la surface des racines ou dans le sol rhizosphérique (Li et
Kremer, 2000), les genres les plus abondants sont notamment Pseudomonas, Bacillus,
Aéromonas, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Clostridium, Enterobacter,

Gluconacetobacter, Klebsiella, et Serratia (Tripathi et al., 2007)

3. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)
Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes ou Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR) est un terme inventé par Kloepper et Schroth (1978). Les PGPR
comprennent des bactéries qui colonisent la rhizosphere (Tilak et al., 2005) et améliorent la
santé et la croissance des plantes (Vilchez et al., 2016 ). Elles peuvent également protéger la

plante des agents phytopathogénes par divers mécanismes (Murphy et al., 2000).

3.1. Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes
Les mécanismes d'action des PGPR ont été regroupés en mécanismes directs et indirects
(Fig. 1). Bien que la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente, les mécanismes

indirects, en regle générale, sont ceux qui se produisent en dehors de la plante, alors que les
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mécanismes directs sont ceux qui se produisent a l'intérieur de la plante et affectent

directement le métabolisme de la plante (Jorgensen et a/., 2000).

3.1.1. Mécanismes directs
a. Fixation d’azote

La grande partie de cet ¢lément se trouve sous forme gazeuse (N2) qui est inaccessible
aux animaux et aux plantes (Pujic et Normand, 2009). Les PGPR sont connus pour leur role
de stimulation de la croissance des plantes via leur capacité a fixer 1’azote atmosphérique
(Weyens et al., 2010) et le transformer en ammoniac NH3 qui est la forme assimilable par les
plantes (Cocking, 2003). En effet, la fixation d’azote par les rhizobactéries est importante
pour un systéme agricole durable, les plantes dépendent principa/ement du processus de
fixation d’azote par les bactéries vivant dans la rhizosphere (Mia et al., 2005 ; Martinez-

Viveros et al., 2010).

b. Solubilisation du phosphate

Généralement, le contenu du phosphore dans le sol est de 1’ordre de 1 a 5%. Cependant,
une tres faible proportion est disponible aux plantes (Molla et al., 1984). La majeure partie est
complexée par l'aluminium, le calcium et le magnésium (Kumar et al., 1999). Il n'est pas
requis en grandes quantités mais peut étre un facteur limitant de la croissance et de la
production végétale (Molla et al., 1984).

Certains microorganismes sont capables de solubiliser le phosphate et sont appelés des
microorganismes solubilisant le phosphate (PSM). Les rhizobactéries du genre Pseudomonas,
Bacillus et Rhizobium, sont considérés comme des solubilisatrices principales du phosphate

(Rodriguez et Fraga, 1999; Arcand et Schneider, 2006).

¢. Solubilisation du fer
Le fer est ’'un des ¢léments essentiels pour toutes les cellules vivantes (Wittenwiller,
2007), il est abondant dans le sol, souvent sous une forme insoluble, le fer ferrique (Fe *)
(Compant et al., 2005 ; Siddiqui, 2005). Pour 1"acquérir, les bactéries ont recours a la syntheése
de sidérophores (Schwyn et Neilands, 1987 ; de Souza et al., 2015). Cette synthése n’a lieu
qu’en situation de carence en fer (Whipps, 2001). Les sidérophores fixent le fer ferrique et le
transforment en sa forme soluble qui est le fer ferreux (Fe?"), ils sont également utilisés dans

la lutte biologique contre les champignons phytopathogénes (Glick et Pasternak, 1998).
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d. Production de phytohormones

Les phytohormones sont des substances ¢laborées en quantités variables par la plante au
cours de son développement. Il est bien établi qu'il existe deux sources de phytohormones
naturellement disponibles pour les plantes : production endogene par les tissus de la plante et
exogeéne par des micro-organismes associ€s, y compris de nombreuses bactéries du sol
appartenant aux genres Azospirillum, Rhizobium, Enterobacter, Erwinia et Pseudomonas spp.
(Baca et Elmerich, 2007).

Les phytohormones comprennent 5 groupes de substances majeures : Les auxines (AIA,
Acide Indole Acétique), les Cytokinines, les Gibbérelines, 1’Acide Abscissique (ABA) et
I’éthyléne (Vessey, 2003).

L’auxine constitue la phytohormone la plus répandue. Elle est connue par son
implication directe dans l'initiation de la croissance des racines, la division cellulaire et
I'¢largissement de la cellule (Vessey, 2003). L'un des mécanismes directs de promotion de la
croissance utilisés par les PGPR est la production de phytohormones, environ 80% des

bactéries de la rhizosphére peuvent sécréter de 1'AIA (Johri et al., 2003).

3.1.2 Mécanismes indirects

L’effet phyto-bénéfiques indirect des bactéries PGPR résulte d’interactions entre les
PGPR et les pathogeénes et/ou parasites de la plante, a I’occasion desquelles les effets négatifs
de ces derniers sont diminués (Ramette et al., 2006 ; Rezzonico et al., 2007). Ces interactions

correspondent souvent a :

e La compétition pour I’espace et les éléments nutritifs dont la disponibilité¢ dans le sol
est faible (Joshi et al., 2006) ;

e La synthése d’enzymes hydrolytiques pour le biocontrole des champignons
phytopathogenes (Woo et Lorito, 2007) ;

e [’inhibition des enzymes ou des toxines produites par les phytopathogenes (Harman
et Shoresh, 2007) ;

e L’induction des mécanismes de résistance de la plante (Antoun et Prévost, 2005 ;

Kaymak, 2010).
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Assimilation des mméraux .

Fixation de nitrogéne

Mecanismes directs

Promotion de la crotssance

Colonisation des

racines
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Figure 1 : Représentation schématique des mécanismes d’action directe et indirecte employés
par les PGPR (Ngoma et al., 2012).
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1. Les métaux lourds
Les métaux lourds est un terme donné aux éléments métalliques ayant une masse
volumique supérieure a Sg/cm® (Nies, 1999). Ces ¢éléments sont présents dans la biosphere,
cependant leur concentration constitue un pourcentage massique inférieur a 1% de la crotte
terrestre et environ 0.1% de la maticre séche des organismes (Mirouze, 2005). Certains de ces
¢léments sont des oligo-¢léments rencontrés dans le régne végétal et animal (Chassin et al.,
1996). Les autres métaux comme : le cadmium, le plomb et le mercure, sont toxiques car ils

présentent des effets néfastes sur les organismes vivants, méme a une faible concentration

(Gounou, 2008).

2. Origine de la contamination des sols par les métaux lourds

Contrairement aux composés organiques, les métaux lourds, et particulicrement le
plomb, le cadmium et le mercure ne sont pas biodégradables, et ils ne disparaissent pas du sol
facilement (Brusseau et al., 1997 ; Monteiro et al., 2012). Leur présence dans les sols peut
étre d’origine naturelle ou anthropogénique

¢ Origine naturelle : les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils
sont libérés lors de I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique (Berthelin et
Bourrelier, 1998).

¢ Origine anthropique : les activités anthropiques dans les sols comme les mines
métallurgiques, les fonderies et 1’agriculture irréguliére et pratiques horticoles (Application

excessive des fertilisants, de pesticides) et 1’élimination des déchets (Fahr et al., 2013).

3. Impact des métaux lourds

3.1. Impact sur ’environnement
Le stress dii aux métaux lourds est devenu un sérieux probléme environnemental qui
touche les vies humaines et celles des plantes (Dikilitas et al., 2016). Etant donné que ces
métaux ne peuvent étre dégradés, ils peuvent persister dans 1’écosystéme et s’accumuler dans
les différentes parties de la chaine alimentaire, ce qui peut affecter la sant¢ humaine et de

I’environnement (Igwe et al., 2005).

3.2. Impact sur la plante
Les métaux lourds peuvent affecter la plante en plusieurs points. Leur effet phyto-
toxique génere des especes réactives (ROS) provoquant une oxydation des protéines et des
dommages aux organites cellulaires et subcellulaires (Hayat et al., 2012 ; Ali et al., 2013 ;

Qadir et al., 2014). Une fois absorbés par les plantes, ces métaux s’accumulent dans les
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parties comestibles, réduisant le rendement et la productivité et contaminant ainsi la chaine

alimentaire (Zhao et al., 2010).

3.3. Impact sur les bactéries rhizosphériques

A Téchelle microscopique, les métaux lourds ont aussi des effets néfastes sur les
populations bactériennes. En effet, la présence excessive des métaux lourds dans le sol peut
provoquer une diminution de 1’activité microbienne et par conséquent la diminution de la
fertilité¢ de ce sol (Gao et al., 2010; Yuan et al., 2015). Les métaux peuvent aussi exercer une
pression sélective sur les microorganismes, induisant une grande tolérance aux métaux lourds
chez les populations bactériennes (Smit et al., 1997 ; Wuertz et Mergeay, 1997 ; Kozdroj et
van Elsas, 2001).

4. Mécanismes de défense des plantes et des bactéries du sol
4.1. Mécanismes de résistance de la plante

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la résistance des plantes aux métaux lourds,
parmi ces mécanismes :

e La modification de la perméabilit¢é membranaire (Meharg, 1993) ;

e La protection de I’intégrité membranaire ou de la fonction des protéines associées au
plasmalemme, tels que les transporteurs, les canaux ioniques et les pompes a protons (Briat et
Lebrun, 1999) ;

e Le systéme anti-oxydant qui limite les dégats des espéces réactives de I’oxygene par la
production d’enzymes telles que la superoxyde-dismutase (SOD), la catalase et la peroxydase
(Remon, 2006) ;

e La chélation intracellulaire, par des ligands organiques assurant une complexation et

donc la détoxication de nombreux ions métalliques (Remon, 2006).

4.2. Mécanismes de résistance des bactéries

La réponse bactérienne aux différentes contaminations du sol varie avec les variations
de la biodisponibilit¢ et de I’exposition aux métaux toxiques (Silver, 1996). Les
microorganismes résistent aux métaux par :

e L’utilisation de mécanismes de transport actif pour exporter des métaux toxiques du
cytoplasme (systeme d’efflux) (Bruins et a/., 2000) ;

e La séquestration du métal, afin de I’'immobiliser rapidement (Monchy, 2007).

¢ La modification de la structure de la paroi cellulaire ou de la membrane des

microorganismes (Bruins et al., 2000) ;
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eLa conversion enzymatique qui consiste a convertir le métal en une forme moins
toxique ou en d’autres formes qui peuvent &tre évacuées rapidement de la cellule (Monchy,
2007).

e Adsorption des ions métalliques sur la paroi membranaire des bactéries empéchant

leur pénétration dans le cytoplasme cellulaire.

5. La bioremédiation
La nécessité de dépolluer les sites contaminés a conduit au développement de nouvelles
techniques qui ont pour objectif d’¢liminer les composés xénobiotiques plutdt que de les

accumuler dans les décharges.

5.1. Définition
La bioremédiation désigne un ensemble de techniques utilisées pour dépolluer un site
naturel (sol, sédiments, eaux de surface ou souterraines) en faisant appel a l'utilisation de
micro-organismes, de champignons, de végétaux divers ou d'enzymes qu'ils produisent. Les
moyens mis en ceuvre sont donc respectueux de l'environnement et de la sant¢ humaine

(Jorgensen et al., 2000).

5.2. Phytoremédiation
La phytoremédiation est 1’utilisation de plantes pour extraire ou transformer les
polluants organiques et inorganiques (Salt et al., 1998).
Par rapport a la remédiation physique et chimique, la phytoremédiation présente plusieurs
avantages (Huang et a/., 2004) :
e FElle conserve les propriétés naturelles du sol ;
e Elle acquiert de I'énergie principalement de la lumicre du soleil ;
e Elle est peu cofiteuse ;
e Elle a le potentiel d'étre rapide
La phytoremédiation des métaux lourds comprend : La phytoextraction (la plante extrait
le polluant du sol et le concentre dans ses tissus) et la phytostabilisation (le chevelu racinaire
de la plante bloque les polluants dans le sol et empéche leur migration vers la nappe
phréatique) (Glick, 2003). Un certain nombre de plantes qui peuvent tolérer et accumuler une
forte concentration de métaux ont été découvertes récemment et ont ét¢ définis comme des
hyper-accumulatrices (Zhuang et al., 2007). Ces derniéres se caractérisent par une croissance

rapide et forment une quantité importante de biomasse (Nie et al., 2002).
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5.3. La bioremédiation par les microorganismes

La bioremédiation des sols par les microorganismes est basée sur la capacité de ces
derniers a tolérer de fortes concentrations de métaux lourds (Patel et al., 2016). Dans le cas
des métaux lourds toxiques, les phénomenes de biotransformation mis en jeu incluent : la
chimio-sorption, la bio-sorption, la bioaccumulation et la bio-minéralisation (Vavasseur,
2014).
Une haute toxicit¢é cause une diminution de la biomasse microbienne, ce qui réduit
considérablement 1’efficacit¢ métabolique de ces microorganismes a ¢liminer la toxicité (Liste

et Alexander, 2000).
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La partie pratique de ce travail a été réalisée au niveau du Laboratoire de Maitrise des
Energies Renouvelables (Equipe Biomasse et Environnement). Les expériences ont été
menées durant une période de 4 mois (Février-Mai 2017). Elles ont été divisées en deux

grandes parties :

- La premiere partie du travail s’intéresse a 1’isolement de bactéries tolérantes aux
métaux lourds a partir de 7 échantillons de sols rhizophériques prélevés d’une région
susceptible d’étre contaminée en métaux lourds.

- La deuxiéme partie consiste a étudier le réle de quelques consortia bactériens dans la

restauration de la croissance des plantes de tomate sous stress du Cadmium (Cd).

1. Echantillonnage et isolement de bactéries rhizosphériques

Dans le but de rechercher des bactéries rhizosphériques résistantes aux métaux lourds,

des prélevements de sols rhizosphériques ont été effectués pendant le mois de février 2017.

1.1. Echantillonnage du sol rhizosphérique

7 échantillons d’un sol rhizosphérique ont été collectés au hasard a Merd; Ouamane,
commune d’Amizour (36°40°28.6°°’N4°56’06.4°’E) a une distance d’environ 150 metres
d’une ancienne mine. Les échantillons sont prélevés stérilement en utilisant un chalumeau
afin de créer une zone stérile autour de la surface de la racine voulue prélever. Les plantes ont
€té coupées avec un couteau stérilisé a la flamme a chaque utilisation, la partie racinaire a été
prélevée et mise aseptiquement dans un bocal préalablement stérilisé a 1’autoclave (120°C/ 20
minutes). Les bocaux sont fermés juste aprés I’échantillonnage. Les échantillons ont été

transportés au laboratoire afin de procéder aux isolements bactériens.

Un codage est donné a chacun des 7 échantillons prélevés (A, B, C, D, E, F, G) afin de
suivre convenablement les différentes étapes d’isolements bactériens et connaitre 1’origine de

chaque isolat d’intérét.
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Merdj Ouamane

Figure 2 : Lieu de prélevement des échantillons (Image Google maps)

1.2. Isolement des bactéries
1.2.1. Préparation des dilutions
e Des tubes contenant 9 ml de PBS (Annexe I) sont préalablement préparés et stérilisés ;
e 1 gde chaque échantillon du sol est additionné de 9 ml de PBS puis mélangé ;

e Des dilutions décimales (10!, 102,10, 10 et 107) sont effectuées.

1.2.2. Ensemencement
1 ml de chacune de ces différentes dilutions a servi a inoculer le milieu PCA (Annexe
I) contenu dans des boites de pétri préalablement préparées et codées. Les boites ensemencées

sont incubées a 30°C pendant 72h.

1.2.3. Purification des bactéries

Apres incubation, des repiquages successifs de colonies obtenues, sont effectués sur
milieu PCA jusqu’a I’obtention de cultures bactériennes pures.
34 isolats bactériens sont sélectionnés puis ensemencés sur milieu PCA additionné du
cadmium et/ou du chrome afin de tester leurs résistances a ces métaux lourds. Le test est

effectué en duplicata.
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2. Résistance aux métaux lourds

Les 34 isolats obtenus ont été testés pour leur résistance aux concentrations 1, 2,3, 4, 4.5
et SmM de cadmium et de chrome par la méthode de dilution sur gélose.

Pour cela, le milieu PCA est préparé avec différentes concentrations en Cadmium et en
Chrome, les boites sont ensemencées par stries et incubées a 30°C / 72h. La résistance aux
métaux lourds est déterminée par 1'observation de la croissance bactérienne (Hookoom et
Puchooa, 2013).

Il est a souligner que les tests de résistance aux métaux lourds ont permis de
sélectionner 6 isolats (A1, A2, D3, D4, E4, ES). Ces derniers feront 1’objet de quelques tests

d’identification bactérienne et de recherche de quelques propriétés d’intérét agricole.

3. Identification des bactéries sélectionnées
Les six isolats ayant résist¢é a des concentrations supérieures ou €gales a 3 mM de
cadmium sont choisis pour une identification préliminaire basée essentiellement sur les

caractéristiques morphologiques et certains tests biochimiques (Gram, mobilité et catalase)

(Guiraud and Galzy, 1980).

4. Recherche de propriétés d’intérét agricole
4.1. Solubilisation du phosphate
La solubilisation du phosphate est étudiée sur milieu Pikovskaya agar (Annexe I) selon
la méthode de Sonam et al. (2011). Des disques de 5 mm de diamétre de chaque isolat
sont déposés sur le milieu puis incubés a 30°C/7jours.
La solubilisation du phosphate est révélée par I’apparition d’un halo transparent autour des

colonies.

4.2. Production d’acide indole acétique (AIA)
La production d’AIA (auxine) par les isolats bactériens est déterminée selon la méthode

de Malik et Sindhu, (2011).

Des cultures jeunes d’isolats sélectionnés sont ensemencées dans des tubes contenant le
milieu LB (Annexe I) additionné de 0.1g/l de tryptophane préalablement stérilis€¢ par
filtration. Apres incubation a 30°C 4 jours, les cultures sont centrifugées a 10000 tr/min
pendant 5 minutes.

Pour chaque tube, 1 ml de surnageant de culture est mélangé avec le méme volume du

réactif de Salkowski (150 ml H2SO4 98% + 250 ml H20 + 7.5 ml FeCL3 0.5 M). Le mélange

p.13



Matériel et méthodes

est agité puis gardé a 1’obscurité a température ambiante pendant 30 min. L’absorbance de la
coloration rose apparue est mesurée au spectrophotometre a 500 nm.

La concentration en AIA est déterminée par établissement d’une courbe d’étalonnage
(Annexe II) de la DO a 500 nm en fonction de la concentration de I’AIA (Sigma-Aldrich) pur
en pg/ml.

5. Effet des isolats sélectionnés sur la croissance de la tomate
L’effet des isolats sélectionnés (les plus résistants au cadmium) sur la croissance des
plants de tomate obtenus aprés germination, en présence de ImM de cadmium (stress

appliqué dans des solutions d’irrigation) a €té réalisé dans cette partie.

5.1. Préparation du sol pour I’étude in vivo
Le sol utilisé dans ce test est un sol agricole, provenant de la commune de Semaoun
(wilaya de Bejaia) (36°37°46.9°°N 4°50°42.8°°E), apres ’avoir stérilis€ a 1’autoclave (20
min/120°C) et tamisé, le sol a été mélangé (50% v/v) a la tourbe stérilisée de la méme fagon

que le sol.

5.2. Origine des graines
Les graines de tomate (Solanum lycopersicum, variété Marmande) ont été fournies par
le centre d’écologie, évolution et changements environnementaux (CE3c) de la faculté des
sciences de I'université de Lisbonne. Cette variété est caractérisée par une maturation précoce
facilitant les études a courte durée. Elles sont commercialisées sous licence « Vilmorin » (fig.

3).
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Figure 3 : Graines de tomate (Solanum lycopersicum) variété Marmande (originale).

5.3. Stérilisation des graines

Les graines de tomates ont été stérilisées par la méthode de Gotz et al. (2006) selon les
trois étapes suivantes :
Les graines sont mises dans une solution d’éthanol 70% pendant une minute avec agitation
manuelle ;
Les graines sont remises dans une solution d’hypochlorite de sodium (Eau de javel) 12%
pendant 15 minutes avec une agitation manuelle ;
Les graines sont lavées avec de I’eau distillée stérile a six reprises pendant 15 minutes, afin

de se débarrasser de I’eau de Javel.

5.4. Préparation des suspensions bactériennes
Les isolats sélectionnés ont été ensemencées sur le bouillon LB a 30°C/24h. Les
cultures jeunes obtenues ont été centrifugées a 3000 rpm/min pendant 10 minutes afin
d’¢éliminer le surnageant. Le culot est récupéré et lavé deux fois avec une solution d’eau
physiologique stérile.
Les suspensions bactériennes utilisées pour l'inoculation des graines de tomate sont
préparées dans I’eau physiologique. Enfin, I’absorbance de chaque suspension obtenue a été

standardisée a une DO = 0.6 (A=600 nm) (Egamberdieva et al., 2010).
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e Des consortia bactériens ont été préparés en mélangeant les 6 isolats 2 a 2. Les
combinaisons ont ¢été réalisées sur la base de la capacité des isolats a solubiliser ou non le
phosphate tricalcique (test précédemment réalisé). Ainsi, I’isolat E4 a ét¢ mélangé avec D3,
ES5 avec Al et D4 avec A2. La codification de ces consortia est comme suit :

-C1 pour les isolats E4 et D3 ;
-C2 pour les isolats ES et Al ;
-C3 pour les isolats D4 et A2.

5.5. Imnoculation des graines
Les graines préalablement stérilisées ont été¢ mises dans des tubes Falcon contenant les
consortia bactériens préparés puis laissés sous une 1égere agitation pendant 30 minutes a une
température ambiante. Les graines témoins ont ét¢ mises dans un tube contenant de 1’eau
physiologique et laissées dans les mémes conditions que les graines inoculées (Nabti et al.,

2014).

5.6. Mise en pots
40 pots en plastique ont été remplis avec du mélange (Sol/Tourbe) préalablement
préparé. Les pots sont organisés et codés afin de différencier les pots contenant les graines
inoculées et les graines témoins.
Les graines sont semées a raison de 5 par pot. L expérience est réalisée dans des conditions

naturelles a température 13-22°C /35;.

5.7. Irrigation des pots
Les pots ont été irrigués avec des solutions de cadmium ou de 1’eau du robinet. Du
premier jour de la mise en pot jusqu’au 20°™ jour, les pots sont irrigués réguliérement avec 10
ml d’eau du robinet tous les trois jours.
Au-dela des vingt jours, les pots destinés a I’étude de l’effet de cadmium sur la
croissance des plantes sont irrigués par une solution de cadmium (ImM) a raison de 10 ml par
pot chaque trois jour pendant 15 jours. Les pots sont irrigués a I’eau de robinet pendant la

méme période (Gratao et al., 2008 modifié).

5.8. Récolte des plants
A la fin de I’expérience, les paramétres de croissance (Longueur des tiges, poids frais et
sec des tiges) de la tomate sont mesurés afin de déterminer 1’effet de cadmium et des isolats

bactériens sur la croissance de la tomate.
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Flgure 4 : Quelques étapes du test In vivo

6. Analyse statistique

Les données relatives aux parameétres de croissance ont fait 1’objet d’une analyse
statistique en utilisant le logiciel GraphPad PRISM version 6.01. Le test de I’analyse de la
variance MANOVA (Test Fischer LSD) a ¢été appliqué a=5%.
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Résultats et discussion

1. Echantillonnage du sol rhizosphérique
Dans cette ¢tude, 7 échantillons de sols rhizosphériques (A, B, C, D, E, F, G) ont été
prélevés en toute asepsie dans la région de Merdj Ouamane, commune d’Amizour. Les
prélevements de la rhizosphére ont été faits a partir de différentes plantes choisies d’une
maniere aléatoire, dans le but d’isoler des bactéries rhizosphériques résistantes aux métaux
lourds pour tester ultérieurement leurs effets sur la restauration de la croissance des plants de

tomate sous stress métallique.

2. Isolement de bactéries rhizosphériques
34 isolats ont été obtenus a partir des différents échantillons prélevés sur la base de leurs

aspects morphologiques (taille des colonies, couleur, surface, et forme).

3. Test de résistance aux métaux lourds
Le test de la résistance aux métaux lourds par la méthode de dilution en gélose a été
réalisé dans le but de sélectionner les isolats résistants a des concentrations importantes de
cadmium et de chrome.
Les tableaux (Tableaux I et IT) montrent les résultats de tolérances aux métaux lourds

des 34 isolats obtenus.
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Tableau I : Tolérance des 34 isolats au cadmium sur milieu PCA

Isolats Témoin 1mM Cd 2mM Cd 3mM Cd 4mM Cd 45mMCd 5mM Cd

Al
A2
A3
B1
B2
B3
B4
BS
B6
C1
C2
C3
C4
D1
D2
D3
D4
D5
E1l
E2
E3
E4
ES
F1
F2
F3
F4
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7

+
N
N
N
.
.
.

J’_
1
1
1
1

R e e e e e e R R e R R e e e e R e e e e S R
1
1
1
1
1

Témoin : OmM de cadmium
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Tableau II : Tolérance des 34 isolats au chrome sur milieu PCA

Isolats Témoin 1mM Cr 2mM Cr 3mM Cr 4mM Cr 4.5mM Cr SmM Cr

Al
A2
A3
B1
B2
B3
B4
BS
B6
C1
C2
C3
C4
D1
D2
D3
D4
D5
E1l
E2
E3
E4
ES
F1
F2
F3
F4
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7

+

J’_
1
1
1
1

R e e e e e e R R e R R e e e e R e e e e S R
1
1
1
1
1

Témoin : 0OmM de chrome

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une variabilité dans la résistance de ces isolats.
En effet, 09 isolats ont montré une résistance jusqu'a 3mM de cadmium et/ou chrome. Les
isolats D4 et D3 ont toléré jusqu’a SmM de cadmium et de chrome respectivement, tandis que
les autres isolats sont modérément tolérants.

D’aprés Daudet al. (2009), il est rare de trouver des sols uniquement pollués par du
cadmium car ce métal est plus souvent présent dans des milieux contenant aussi d’autres
métaux, ce qui peut expliquer la tolérance de certains isolats aux deux métaux, méme a des

concentrations considérables.
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Plusieurs études ont révélé que les fréquences élevées de germes résistants, rencontrés
dans un site donné, sont liées a la pression de sélection exercées par les métaux lourds au sein
de ce site (Zelibor et al., 1987; Diaz-Raviia et al., 1994).Ces études peuvent expliquer la
présence d’isolats multi résistants aux métaux lourds (cadmium et chrome) a des
concentrations élevées. Néanmoins, 1’existence d’autres facteurs influencant ces résultats
n’est pas exclue.

D’apreés Timoney et al. (1978), la résistance des bactéries aux métaux lourds est
conditionnée par la présence ou 1’absence du métal dans le milieu. En effet, ’absence de
métal dans I’environnement bactérien réduit sensiblement son pouvoir de résistance.

Par ailleurs, L’analyse physicochimique de la composition d’un site pollu¢ par les
métaux lourds situé a Djebira (Wilaya de Béjaia) a révélé la présence d’une quantité
importante de métaux lourds et parallelement, plusieurs souches bactériennes résistantes a 3
mM de cadmium ont été isolées a partir de ce site (Bensidhoum et al., 2016).

Toutefois, il est treés difficile de comparer les données sur la toxicité d’un métal ou le
niveau de croissance d’une souche en présence d’un métal donné par rapport a d’autres
travaux, car les conditions expérimentales telles que le milieu de culture, la température, le
pH, le métal testé peuvent avoir une grande influence sur la croissance bactérienne (Hassen et

al., 1998 ; Hussein et al., 2004 ).

4. Identification des bactéries sélectionnées
Les résultats des tests préliminaires d’identification bactérienne sont présentés dans le
tableau ci-dessous.

Tableau III : Identification préliminaire des isolats sélectionnés

Isolats Gram Morphologie Mobilité Catalase
Al G- Cocci + +
A2 G+ Bacille + +
D3 G- Cocci + +
D4 G- Petit bacille + +
E4 G- Petit bacille + +
E5S G- Petit bacille + +
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Les résultats de I’identification préliminaire obtenus apres la réalisation de ces tests
révelent qu’il y a une diversité assez remarquable au niveau de leur morphologie. En effet,
I’observation au microscope optique (Gx100) montre une diversité dans les formes et tailles
des 6 isolats.

Les résultats du test de la mobilité et de la catalase se sont révélés positifs pour les 6
isolats. Concernant ce dernier test, la présence de cette activité chez les isolats est importante
du fait que la catalase participe activement a la dégradation du H2O2 généré par les métaux
lourds, le cd entre autres (Foyer et al., 1994).

Les résultats obtenus montrent que la plupart des isolats sont des Gram négatifs. Ce
résultat est en accord avec 1’étude réalisée par Duxbury et Bicknell (1983), révélant que les
bactéries du sol a Gram négatif semblent étre plus tolérantes aux métaux lourds que les
bactéries a Gram positif. Une autre étude a rapporté que parmi les bactéries a Gram négatif,
Pseudomonas est le genre le plus abondant de la rhizosphere (Patten et Glick, 2002).Par
ailleurs Garbeva et al. (2003) ont rapporté que 95% des bactéries du sol a Gram positif ayant
une forme bacille appartiennent au genre Bacillus.

Ces résultats ne peuvent pas préciser la classification exacte de ces isolats, néanmoins,
ils peuvent nous permettre de dire qu’il y a une approximation relative aux études

mentionnées.

5. Recherche de propriétés d’intérét agricole
5.1. Détermination de I’activité phosphatasique

Le phosphore joue un rdle trés important dans le transfert de I’énergie nécessaire a la
croissance, 1I’amélioration de la productivité¢ et le rendement agricole. C’est un élément
essentiel pour le développement des plantes (Lindsay, 1979). Dans les sols agricoles, la
solubilisation des phosphates inorganiques est étroitement liée a [activité des
microorganismes (Richardson, 2001 ; Przemieniecki et al., 2015). En effet, plusieurs
expériences réalisées dans des champs et/ou des serres, ont montré une amélioration
remarquable de la production des plantes inoculées avec des microorganismes solubilisant le
phosphate (Domey et Lippman, 1989 ; Chabot et al., 1993 ; Wang et al., 1995).
D’autres études ont révélé I’effet bénéfique de 1’inoculation des graines par les bactéries
solubilisatrices du phosphate seules (Chen etal., 2008; Poonguzhali et al., 2008 ;Ahemad et
Khan, 2011 Ahemad et Khan, 2012) ou en combinaison avec d’autres microorganismes
rhizosphériques (Zaidi et Khan, 2005; Vikram et Hamzehzarghani, 2008). En plus, de fournir

du phosphate soluble aux plantes, les bactéries solubilisatrices du phosphate améliorent le
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développent des plantes en stimulant 1’efficacité des bactéries fixatrices d’azote et en
améliorant la disponibilité d’autres oligo-¢éléments (Suman et al., 2001; Ahmad et al., 2008;
Zaidi et al., 2009).

Cependant, les performances des bactéries solubilisatrices du phosphate sont affectées
par de nombreux facteurs environnementaux, particulicrement les conditions de stress
(Ahemad et Khan, 2012).

Les résultats du test de 1’activité phosphatasique montrent que 3 isolats (D4, E4, E5) ont
la capacité de solubiliser le phosphate (Fig. 5). Ces résultats peuvent étre exploités suivant ce
qui a été rapporté dans les études citées auparavant, notamment par Zaidi et Khan (2005). En
effet, en formant des consortia entre les isolats solubilisant le phosphate et ceux qui ne le
solubilisent pas, ces derniers peuvent étre stimulés par les premiers pour améliorer leur
capacité a synthétiser des substances stimulatrices de la croissance des plantes.

Plusieurs ¢études ont rapporté I’effet bénéfique de I’inoculation des graines avec des
combinaisons de souches solubilisatrices et non solubilisatrices du phosphate sur la
productivité et le rendement des cultures (Kundu et Gaur, 1984 ; Monib et al., 1984 ; Gupta et
al., 2012).

Alagawadi et Gaur (1992) ont démontré que la co-inoculation des souches
solubilisatrices du phosphate du genre Pseudomonas et Bacillus avec une souche Azospirillum
brasilense a amélioré significativement les rendements en graines et en matiéres séches, avec
une augmentation concomitante de I'absorption de 1’azote et du phosphate, par rapport aux

inoculations séparées.

Figure 5 : Résultats du test de la production de phosphatase

5.2. Production de ’AIA
L’Acide Indole Acétique (AIA) stimule le développement du systéme racinaire des
plantes, et de ce fait favorise I’absorption de I’eau et des minéraux, ce qui contribue a un

meilleur développement de la plante (Mérigout, 2006).
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La mise en évidence de la production d’AIA est réalisée sur milieu LB additionné de
0.1g/1 du tryptophane. L apparition de la couleur rose traduit la production d”AIA par lisolat.

Les valeurs d’AIA produites par chaque bactérie sont présentées dans la figure suivante

(Fig.6).
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Figure 6 : Production d’AIA (png/ml) par les isolats sélectionnés

T : écart-type

Les résultats du test de la production de I’AIA ont montré une variabilit¢ dans les
niveaux de production de 1’Acide Indole Acétique, allant de 3.23ug/ml a 17 pg/ml.

D’aprés Zakharova et al. (1999), 80% de bactéries rhizosphériques produisent de I’AIA
a différentes concentrations. Il a été rapporté que le mécanisme majeur dans la stimulation de
la croissance directe des plantes par les PGPR est la production de régulateurs de croissance
(Baca et Elmerich, 2007).

Les concentrations d’AIA obtenues avec nos isolats se situent dans la gamme des taux
d’AIA produits par les PGPB (Bensidhoum et a/., 2016). Selon Beneduzi et Passaglia (2011),
une quantité faible d"AIA stimule la croissance des plantes, alors qu’une forte concentration
peut inhiber le développement des racines.

D’aprés Rajkumar et Freitas (2008), 1’inoculation d’une souche appartenant au genre
Pseudomonassp.PsM6ayant une production d’AIA de 17.7 pg/ml augmente 1’efficacité de la
phytoextraction en augmentant I’accumulation des métaux dans les tissus. Cette concentration
est égale a la concentration produite par I’isolat D4, ce qui laisse suggérer un éventuel intérét

agricole.
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6. Effet de I’inoculation bactérienne sur la croissance des plantes

Des essais d’inoculation sur diverses plantes sont rapportés dans la littérature. Des effets
sur le développement racinaire ont ¢té signalés tels que le développement des poils
absorbants, le degré de branchement, 1’¢longation ou le poids des racines (Okon et Kapulnik,
1986). De nombreuses augmentations de poids de matieére seéche des parties aériennes ont été
également obtenues sur le blé (Bashan, 1986), le riz (Rinaudo, 1983) et le mais (Lin et al/.,
1983). D aprés Bashan (1986), le rendement est amélioré par 1’inoculation bactérienne, bien
que certains résultats négatifs aient été également publiés (Elmerich, 1984 ; Smith et al.,

1984).

6.1. Le choix de la plante
Le choix de la tomate (Solanum lycopersicum) est justifi¢é par son importance agro-
économique. En effet, elle est le 1égume le plus produit au monde apres la pomme de terre,
avec une production qui avoisine les 164 millions de tonnes évaluée économiquement a 60
milliards de dollars américains en 2013 (FAO,2014). Les fruits de la tomate sont consommés
mondialement, de nombreuses études ont décrit les effets bénéfiques des tomates sur la

nutrition humaine et sa santé (Adalid et a/., 2010 ; Lin et al., 2014).

6.2. Le choix des consortia

L’expression « Consortium microbien » a été résumée par Panwar et al. (2014) en la
présentant comme deux ou plusieurs microorganismes vivant en symbiose, et ont rapporté que
les microorganismes ayant différents attributs peuvent étre utilisés en tant que consortium et
peuvent travailler de maniére synergique afin de promouvoir les effets bénéfiques de chacun.
Les consortia bactériens sont préparés sur la base des différences morphologiques des isolats
ainsi que leur aptitude & solubiliser le phosphate (caractére présent chez 1’un des isolats du
méme consortium).

Des études ont démontré D'effet bénéfique de I’inoculation des graines avec des
consortia plutdt qu’avec des souches seules (Gupta et Kumar, 2017).
Rodriguez et Fraga, (1999) ont mis en évidence 1’avantage des inoculations combinées des
souches de PGPR comprenant des bactéries solubilisatrices du phosphate, en fournissant une

nutrition plus équilibrée pour les plantes.

6.3. Effet du cadmium sur la croissance de la tomate
Bien que le cadmium ne soit pas un élément essentiel pour la croissance des plantes

(Koopmans etal., 2008), cet élément peut €tre accumulé a des niveaux ¢élevés dans les organes
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aériens(Pence et a/.,2000) et altérer considérablement la structure des feuilles, des tiges, du
métabolisme (Siedlecka et al., 1997 ; Jin et al., 2008) ainsi que la production de la biomasse.
Ces effets peuvent étre liés, entre autres, a la perturbation de 1’équilibre de certaines hormones
de croissance (Hasenstein et al., 1988).

L’¢tude de I’effet du cadmium sur la croissance de la tomate a été réalisée sur un sol

irrigué par ImM de ce métal. Les résultats obtenus sont présenté dans les graphes suivants.
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Figure 7 : Influence de 1 mM de cadmium sur quelques parameétres de la croissance de la

tomate
* 1 p<0.05, ** : p<0.005, *** :p<0.0005, **** :p<0.0001

T : écart-type

L’analyse statistique des résultats obtenus révele que le Cadmium affecte tres

significativement la longueur des tiges (p<0.0001) et le poids sec (p<0.05). Cependant, un
1éger effet non significatif (p>0.05) a été constaté sur le poids frais (Fig. 7).
Ces résultats corroborent ceux de Zorrig et al. (2010), qui ont décrit que le cadmium induit
une réduction significative du poids sec des plantes de laitue. D aprés Neelima et Reddy
(2003), les concentrations ¢€levées en cadmium et en Mercure, exercent un effet drastique sur
la croissance des graines et le métabolisme de Solanum melongena L.

L’absence de différence significative du parameétre poids frais pourrait étre due a la
durée de I’exposition des plants au cadmium. En effet, selon Drazkiewicz et Baszynski (2005)
et Djebali et al. (2008), I’intensité et la nature des modifications structurales induites par le
Cadmium dans les tomates varient selon la nature et 1’age de I’organe. De plus, Gratdo et al.
(2008) n’ont pu observer une inhibition de la croissance des plants de tomate qu’apres 20

jours d’exposition a I mM de Cadmium.
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6.4. Effet des consortia bactériens sur la croissance de la tomate
Le mécanisme le plus important dans la stimulation de la croissance directe des plantes
parles PGPR consiste en la production de substances régulatrices de la croissance (Baca et
Elmerich, 2007). En effet, la germination des graines, la division, I’¢largissement des tissus et
I’expansion des feuilles sont stimulés par les bactéries productrices d’AIA (Egamberdieva,
2008 ; Maleki et al., 2010 ; Martinez-Viveros et al., 2010).
Les résultats de ’effet des consortia bactériens sur la croissance de la tomate sont

présentés dans les graphes suivants.
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Figure 8 : Effet des consortia bactériens sur la croissance de tomate

C1 : Consortium 1 (isolat E4et D3) ; C2 : Consortium 2 (isolat E5¢tAl) ; C3 : Consortium 3 (isolat D4et A2)
# 1 p<0.05, ** : p<0.005, *** : p<0.0005, **** ; p<0.0001

T : écart-type

Les résultats obtenus montrent que I’inoculation des graines par les consortia bactériens
n’a aucun effet significatif sur les paramétres mesurés, excepté 1’effet de 1’inoculation avec le
consortium C2 qui a amélioré trés significativement le poids frais des tiges (P<0.0001). Les
1égeres différences constatées ne sont, cependant, pas négligeables.
L’effet du C2 sur le poids frais des plants est peut étre dii a 1’aptitude de 1’un des isolats a
solubiliser phosphate. En effet, selon Naik et Sakthivel (2006), la capacité des bactéries a
solubiliser le phosphate tricalcique peut jouer un rdle trés important dans la stimulation de la
croissance des plantes. En outre, plusieurs auteurs ont rapporté I’aptitude des rhizobactéries a
solubiliser le phosphate (Gull et al., 2004 ; Rivas et al., 2004 ; Qureshi et al., 2012 ), et par

conséquent stimuler les paramétres de croissance des plantes (Rodriguez et Fraga, 1999).
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L’effet stimulateur du consortium C2 peut également €tre dii a la production de I’AIA, en
effet, selon Wahyudi et al. (2011) et Patten et Glick (2002), la stimulation des parameétres de
croissance des plantes par les bactéries est fortement liée a la production d’AIA.

L absence d'un effet stimulateur visible induit par les autres consortia C1 et C3 est peut étre
due a la courte durée du test, en effet, davantage de temps pourrait étre nécessaire pour

pouvoir déceler des différences significatives.

6.5. Effet des consortia bactériens sur la croissance de la tomate dans un sol pollué par
le cadmium

Les métaux lourds affectent la croissance des PGPR ainsi que leur aptitude a améliorer

la croissance des plantes. Cependant, les PGPR métallo-résistantes ont la capacité d’atténuer

la toxicité de ces polluants (Pandey et al., 2013). En effet plusieurs études ont montré I’effet

bénéfique de ce groupe bactérien sur la restauration de la croissance des plantes, lorsque ces
dernieres sont exposées a différents métaux toxiques (Ganesan, 2008 ; Wani et Khan, 2010).

L’effet des consortia bactériens sur la croissance de la tomate sous stress métallique a

¢été réalisé dans un sol irrigué par 1 mM du cadmium. La figure ci-dessous montre les résultats

obtenus.
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Figure 9 : Effet des consortia bactériens sur la croissance de tomate dans un sol pollué

(Cadmium 1mM)

C1 : Consortium 1 (isolat E4 et D3) ; C2 : Consortium 2 (isolat ES et A1) ; C3 : Consortium 3 (isolat D4 et A2)
* 1 p<0.05, ** : p<0.005, *** : p<0.0005, **** : p<0.0001

T : écart-type
L’analyse statistique des résultats montre que les deux consortia C2 et

C3ontsignificativement restauré la croissance des différents parametres de croissance de la
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tomate. Quant au consortia C1, un effet tres significatif (P<0.0005) sur le parametre longueur
des tiges a été observé.
D’apres Bhatnagar et Kumari (2013), les PGPR compensent la réduction de la croissance des
plantes causée par les métaux lourds.
Nos résultats peuvent €tre liés a 1’aptitude de nos isolats a solubiliser le phosphate. D’apres
Park et al. (2011), 1"application de bactéries solubilisatrices du phosphate dans des sols
contaminés par des métaux lourds permet d’immobiliser ces derniers. Dans le méme contexte,
Matusik et al. (2008) ont observé la précipitation de cadmium sous forme de phosphate du
cadmium, et les complexes formés étaient relatifs aux conditions de pH. En outre, d’apres
Belimov et Dietz (2000), des PGPR producteurs d’acide indole acétique et résistants au
Cadmium, stimulent la croissance et 1"absorption d’¢léments nutritifs par 1’orge en présence
de concentrations toxiques en cadmium.

Le pouvoir de nos isolats a restaurer la croissance de la tomate pourrait également étre
di a leur aptitude a produire 1’AIA. En effet, d’aprés Bhattacharyya et Jha. (2012), les
rhizobactéries qui sécretent des phytohormones, AIA entre autres, peuvent atténuer les effets
néfastes du cadmium sur la croissance des plantes et leur développement.
Pishchik et al. (2005) ont mis en évidence certaines interactions mutuellement bénéfiques
entre les plantes et les bactéries sous un stress de cadmium. Ils ont constaté que sous ce stress,
une série d’événements successifs apparait : Les bactéries synthétisent les phytohormones
(ATA)> L'activité excrétrice des racines augmente> Le nombre de bactéries dans le
rhizoplan augmente—> Le flux de bactéries migrant vers la rhizosphére augmente—> Le nombre
de bactéries liées au Cd*" dans la rhizosphére augmente = Le nombre d'ions libres entrant
dans la plante diminue. Le méme constat a été établi par Deepthi et al. (2014) qui ont rapporté
que les PGPR tolérants aux métaux lourds peuvent améliorer la recolonisation de la
rhizosphére des plantes dans les sols pollués. Dell’Amico et al. (2008) ont révélé que la
production d’AIA a augmenté d’environ 25 a 30% sous stress de cadmium chez deux souches

appartenant au genre Pseudomonas résistantes a 2.5mM de cadmium.
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Conclusion

La littérature scientifique a rapport¢ 1’effet des bactéries rhizosphériques sur
I’amélioration de la croissance des plantes via une multitude de mécanismes.
Le présent travail avait pour objectif d’isoler des bactéries rhizosphériques résistantes aux
métaux lourds et de tester leur effet sur la restauration de la croissance des plantes sous stress
métallique (cadmium).
La premicére partie de ce travail a permis de sélectionner 6 isolats a base de leur tolérance au

cadmium (>3 mM).

Les tests ayant pour but de caractériser les isolats sélectionnés ont montré que ces
derniers possedent des traits PGP. En effet, le test de la production d’AIA a révélé I’aptitude
de tous les isolats a le produire, et ce, a des taux variables. Quant a la solubilisation du
phosphate, trois isolats (D4, E4, ES) ont montré une activité positive.

L’inoculation des graines de tomates avec les consortia bactériens métallo-résistants (E4 et
D3 ; E5 et Al ; D4 et A2) stimule significativement les différents parametres de croissance

(Longueur, poids frais et poids sec des tiges) sous stress métallique.

Les résultats obtenus ont permis de constater que les isolats (A1, A2, D3, D4, E4, ES)
ont un potentiel de restauration de la croissance de la tomate, et peuvent ainsi jouer un role
potentiel dans la bioremédiation des sols agricoles.

A terme de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous forme de
perspectives pour I’amélioration de I’utilisation des isolats métallo-résistants obtenus :

- Identification moléculaire des isolats A1, A2, D3, D4, E4, ES ;

- Etude de I’effet des isolats sur des stades plus tardifs de la croissance de la tomate ;

- Etude de I’effet des isolats sur d’autres paramétres de croissance de la tomate (la
longueur, le poids frais et sec des racines, teneur en chlorophylle, etc.) ;

- Identification des mécanismes de tolérance bactérienne aux métaux lourds et de leurs
modes d’action sur la remédiation des sols et la restauration de la croissance des plantes sous
stress de cadmium ;

- Etude de I’accumulation des métaux lourds par la tomate inoculée avec les consortia
bactériens ;

- Etude de la cytotoxicité des inocula utilisés dans le travail.
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Annexe I. Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

e Bouillon PBS

NACL et e e e et e e s et e e e e e e e e aee s 18,0 ¢g
KCL oot e et e e e e e 0,2g
NAZHPO4...eiiceie ettt et et e e tae e e beeesaeeeaes 1,44¢g
KH2PO M. ...ttt ettt ettt et ta e e sbe e estae e ssbeesavee e 0,24¢g

2] = USSP 7

e Milieu PCA (Plat Count Agar)
TryptoOPRane. ......vi e 6g
EXtrait de LeVUIE ... ..ot e 2,5¢
GlUCOSE. .ttt e e g
N .5 15g
/0] = 7
e Milieu Pikovskaya’s (PKA)

EXtrait de LeVUIE ... ..oiviti i e 0.5g
GlUCOSE. .ttt e 10g
MESO4.TH20 .o, 0.1g
(NH4)2SO04 e 0.5g
NaC L 0.2¢g
KT o 0.2¢g
MNSO4.2H2O0 ..o 0.002¢g
FeSOu4. THoO ..oeiii e 0.002¢g
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Apres autoclavage du milieu, 20 ml d’une solution stérile de phosphate tricalcique

(10%) sont rajoutés, le mélange est ensuite coulé dans des boites de pétri et laissé se

solidifier.

e Milieu LuriaBertani (LB)

Tryptophane .........ooiiiii i 10g
Extrait de leVUure. ........coiiiiii i e S5g
52 L 4g
N 8g
PH . 7

Annexe II. Courbe d’étalonnage d’Acide Indole Acétique
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Figure 1. Courbe d’étalonnage d’Acide Indole Acétique (AIA) a 500nm



Résumé : L’application des rhizobactéries métallo-résistantes pour la restauration de la croissance des
plantes constitue une alternative prometteuse aux procédés physiques et chimiques. 7 échantillons sont
collectés a partir de différents sols rhizosphériques dans la région de Merdj Ouamane, Wilaya de
Béjaia. 6 isolats (A1, A2, D3, D4, E4 et ES) ont été sélectionnés sur la base de leur résistance au
Cadmium. Ils ont fait I’objet d’une caractérisation par rapport a quelques traits de la promotion de la
croissance des plantes ; production d’AIA et solubilisation du phosphate. Ce dernier test a révélé
I’aptitude des isolats D4, E4 et ES a solubiliser le phosphate, quant au taux de la production de I’ AIA,
les résultats sont variables, allant de 3 a 17 pg/ml. L effet des isolats sélectionnés, en consortia deux a
deux, sur la restauration de la croissance des plants de tomate sous stress de cadmium a été étudié. Les
graines de tomates inoculées ont été irriguées chaque trois jours (avec de I’eau de robinet pendant 20
jours et avec de 1’eau de robinet additionné ou non du métal pendant 15 jours). Les deux consortia C2
et C3 ont significativement stimulé la tolérance des plantules de tomate au stress. Les résultats
obtenus appuient le fait que la tolérance bactérienne aux métaux lourds est un caractére non
négligeable pour le screening de bactéries stimulatrices de la croissance des plantes sous stress di aux

métaux lourds.

Mots-clés : PGPR, Tomate, Cadmium, Bactéries métallo-résistantes, AIA, Solubilisation du

phosphate.

Abstract: The application of metallo-resistant rhizobacteria for the restoration of plant growth is a
promising alternative to physical and chemical processes. 7 samples were collected from rhizospheric
soils in Merdj Ouamane, Wilaya of Bejaia. 6 isolates (Al, A2, D3, D4, E4 and E5) were selected
based on their resistance to Cadmium. They were characterized by some features of plant growth
promotion; Production of AIA and solubilization of phosphate in this case. This last one revealed the
ability of the isolates D4, E4 and E5 to solubilize the phosphate, concerning the production rate of the
AIA, all selected isolates produced it (ranged from3 to 17 ug/ml). The effect of bacterial consortia
(two isolates in each consortium), on the restoration of tomato growth under Cadmium stress was
studied. The inoculated seedlings were irrigated every three days (with tap water for 20 days and tap
water with or without Cadmium for 15 days). The consortia C2 and C3 stimulated significantly the
growth parameters of tomato under Cadmium stress. These results support the fact that the tolerance to
heavy metals is a potential character for the screening of bacteria which stimulate plant growth under

metal stress.

Keywords: PGPR, Tomato, Cadmium, Metallo-resistants bacteria, AIA, Phosphate solubilization.



