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Introduction

« A Azzaba, on meurt lentement mais surement du mercure » rapporte le quotidien El-
Watan dans un article paru le: 08 Mai 2015. Le journal évoque dans cet article les
souffrances de la population du village Bouzra a 7 km du chef-lieu d’Azzaba (Nord-Est de
I’Algérie) qui se situe entre 1’usine de transformation et la mine d’extraction de pierres de
mercure qui attend depuis des années que le site soit décontaminé. « La majorité des
personnes qui habitent autour de 1’usine sont malades ...Il1 y a des gens qui meurent chaque
année a cause des maladies liées a I’intoxication au mercure...» affirment des riverains dans
des témoignages accordés au journal. Le méme quotidien avait publié le : 12 Septembre 2011,
une enquéte « Du mercure a 1’air libre a Azzaba» ou il rapporte selon des travaux
d’universitaires algériens que le site est hautement pollués enregistrant des concentrations
mercurielles qui dépassent de 40 fois la norme selon le journal.

Cette catastrophe n’est qu’un échantillon d’une tragédie écologique planétaire. La
pollution est devenue une préoccupation majeure du monde contemporain. L’activité
¢conomique génératrice de la richesse et du progreés humain est également la principale cause
d’un marasme environnemental qui ne cesse de s’amplifier.

La contamination des sols par des polluants organiques et inorganiques suscite de
vives inquiétudes et l'introduction intentionnelle ou accidentelle de ces substances provoque
de graves répercussions sur la santé publique et sur I'environnement (Ali et Khan, 2018 ;
Tangahu et al., 2011). Les métaux lourds constituent 1’une des principales catégories de ces
polluants. Ce sont des éléments non dégradables (Cristaldi et al., 2017) et leur accumulation
dans l'environnement engendre la déstabilisation des écosystémes en menagant la santé
humaine, animale et végétale (Salmi et Boulila, 2021).

Pour la réhabilitation des sols contaminés par des métaux lourds, certaines méthodes
physico-chimiques sont utilisées, sauf que ces procédés peuvent eux aussi engendrer des
dommages écologiques en provoquant une forte diminution de la fertilité et de la productivité
du sol. D’ou la nécessité de faire recours a des techniques biologiques (Vavasseur, 2014).

La Bioremédiation constitue une alternative prometteuse. C’est une technologie
rentable, efficace, écologique et respectueuse de 1'environnement (Sumiahadi et Acar, 2018).
La phytoremediation est 1’'une des branches de la bioremediation, elle consiste a I’utilisation
de différentes especes de plantes capables d'accumuler les contaminants (Cristaldi et al.,
2017) a I’'instar des légumineuses qui ont été¢ proposées comme des espeéces pertinentes pour

la bioremédiation, principalement en raison de leur capacité a coloniser les terres marginales
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et les sols pauvres en nutriments ainsi que leurs performances hyper-accumulatrices de
métaux lourds (Fagorzi et al., 2018).

Les rhizobiums présentant une tolérance aux métaux lourds forment une relation
symbiotique avec les légumineuses en augmentant la productivité et le rendement des plantes
dans les sols contaminés par ces polluants. Ces rhizobia résistants aux métaux lourds
possedent des caractéristiques favorisant la croissance des plantes, notamment la fixation de
l'azote, la solubilisation du phosphore, la synthése des phytohormones, la production et la
libération de sidérophores...ce qui stimule la croissance des légumineuses tout en réduisant la
toxicité des métaux (Brigido et Glick, 2015).

Ce présent travail s’inscrit dans cette optique en contribuant a I’étude de deux souches
bactériennes appartenant au genre Bradyrhizobium isolées a partir des nodules racinaires de
Calicotome spinosa originaire des mines de mercure de Azzaba au Nord-Est de I’Algérie ;
une étude qui peut servir éventuellement dans un projet de bioremédiation de ce site
contaminé ainsi mettre fin a ce drame environnemental.

Cette étude s’articule principalement sur 3 parties : la premiére partie est consacrée a
la synthése bibliographique en rapportant ’essentiel de la littérature scientifique sur la
thématique. La deuxiéme partie est celle de matériels et méthodes en exposant les protocoles
utilisés pour la réalisation des différents tests. La troisieme partiec est consacrée a la
présentation des résultats obtenus ainsi que leur interprétation et discussion.

Enfin, une conclusion résumant les principaux résultats obtenus dans le travail mené a

¢té faite et des perspectives ont été proposées afin de faire avancer cette étude.
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I. Métaux lourds
I.1. Généralités

Les métaux lourds est un terme attribué aux éléments métalliques ayant une masse
volumique supérieure a 5 g/cm’. De ce fait, 53 éléments chimiques sont considérés comme
des métaux lourds tels que le mercure (Hg), le plomb (Pb), le chrome (Cr), le cadmium (Cd),
l'arsenic (As) (Li et al., 2019).

Les métaux lourds sont des éléments non dégradables (Cristaldi et al., 2017) et leur
accumulation dans I'environnement provoque la  déstabilisation des écosystemes en
menacant la santé¢ humaine, animale et végétale (Salmi et Boulila, 2021).

Selon I’agence pour les substances toxiques et le registre des maladies (ATSDR) et
I’agence de protection de I’environnement des Etats-Unis (US EPA), quatre métaux lourds &
savoir : l'arsenic (As), le plomb (Pb), le cadmium (Cd) et le mercure (Hg), figurent parmi les
vingt substances les plus nocives pour la santé publique en raison du niveau élevé de leur

toxicité (Khalid et al., 2017).

1.2.Origines de contamination des sols par les métaux lourds
Les sources des métaux lourds présents dans les sols peuvent étre naturelles ou générer

par des activités anthropiques (Figure 1) (Oves et al., 2012).

I.2.1. Origine naturelle
L’activité volcanique, le transport des poussieres et 1'altération des roches contenant
des métaux lourds sont des sources naturelles de la contamination des sols par ces polluants

(Ernst, 1998).

I.2.2. Origine anthropique

Les activités anthropiques dans les sols comme I'exploitation des mines et des
fonderies, l'utilisation de pesticides et de boues d'épuration enrichies en métaux dans
l'agriculture, la combustion de combustibles fossiles, les industries métallurgiques et
¢lectroniques (fabrication, utilisation et élimination), les entrainements militaires...(Alloway,

1995).

|
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La combustion de L'application de pesticides et des L'exploitation des mimes et
: ; ais 3 base de métaux en ' '

Les mdustries

Figure 1 : Origines de la contamination des sols par les métaux lourds (Oves et al., 2012).
I.3.Impact des métaux lourds

» Impact sur la santé humaine
Les métaux lourds seraient a I'origine de plusieurs maladies chez [I'Homme,
notamment des troubles cardiovasculaires, des cancers, des troubles cognitifs, une anémie

chronique, des dommages aux reins, au systéme nerveux, au cerveau, a la peau et aux os

(Khalid et al., 2017).

» Impact sur la plante

L’absorption des métaux lourds polluant le sol par les plantes engendre 1’accumulation
de ces substances dans les tissus végétaux provoquant ainsi des effets phytotoxiques comme :
la chlorose, la nécrose, le flétrissement, le brunissement des extrémités des feuilles et
I’inhibition de la croissance (Ghnaya et al., 2015).

Les métaux lourds affectent également le processus de la fixation de 1’azote chez les
bactéries rhizosphériques ; des fournisseurs importants de I’azote pour les plantes, ce qui
implique la réduction des performances symbiotiques de ces microorganismes ce qui

influence systématiquement sur la plante (Koomen et a/., 1990).
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» Impact des métaux lourds sur les microorganismes telluriques

Les métaux lourds provoquent des effets néfastes sur les microorganismes, plus
particulierement sur la flore tellurique, en affectant leur croissance, leur morphologie et leurs
activités. Les métaux peuvent également exercer une pression sélective sur les organismes, ce
qui se traduit par des populations microbiennes présentant une plus grande tolérance aux
métaux (Pereira et al., 2006).

De nombreux microorganismes du sol possedent une résistance aux métaux. Des geénes
situés sur des chromosomes, des plasmides ou des transposons codent une résistance
spécifique a une variété d'ions métalliques. Ces microorganismes ont développés plusieurs

mécanismes de résistance a 1’égard des métaux :

» L'exclusion par la barriére de perméabilité (Résistance par imperméabilité) : Par la
modification de la structure de la paroi cellulaire ou de la membrane des
microorganismes (Bruins et al., 2000).

» La séquestration intracellulaire et extracellulaire : elle sert a I’immobilisation rapide
des métaux (Monchy, 2007).

» Le transport actif des pompes d’efflux (systeme d’efflux): il sert a 1’évacuation des
métaux toxiques du cytoplasme (Bruins et al., 2000).

» La détoxification enzymatique et la réduction de la sensibilité des cibles cellulaires
aux ions métalliques : La conversion enzymatique consiste a convertir le métal en une
forme moins toxique ou en d’autres formes qui peuvent étre évacuées rapidement de la

cellule (Monchy, 2007).

II. Stratégies conventionnelles de la remédiation des sols pollués par les métaux lourds
La pollution par les métaux lourds constitue une menace sérieuse pour toutes les
formes de vie dans l'environnement en raison de la toxicité que présentent ces polluants ainsi
que leur persistance dans I’environnement (non dégradables). Pour la réhabilitation de ces
environnements pollués, les méthodes physiques et chimiques classiques ont démontrées leurs
limites (Medfu Tarekegn et al., 2020). Ces procédés engendrent des répercussions négatives
sur I’environnement en provoquant une forte diminution de la fertilité et de la productivité des
sols, d’ou la nécessit¢ de faire recours a des techniques biologiques appelées la

bioremediation (Figure 2) (Vavasseur, 2014).
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Figure 2 : Comparaison entre les différentes méthodes de décontamination des sols (Khalid et

al.,2017).
II.1. La bioremédiation

La bioremédiation désigne un ensemble de techniques utilisées pour la remediation
des sites naturels pollués (sol, eaux de surface ou souterraines, sédiments) en utilisant des
bactéries, des champignons, des végétaux ou d'enzymes qu'ils produisent (Jorgensen et al.,
2000). Cette méthode biologique est efficace et prometteuse grace a son approche écologique
et rentable pour éliminer ou stabiliser les contaminants de 1'environnement (Abdelkrim,

2018).

I1.1.1. La phytoremédiation
La phytoremédiation est une technique prometteuse pour I’assainissement des sols
contaminés par les métaux lourds, elle constitue une véritable alternative aux méthodes

physico-chimiques. C’est une technologie rentable, efficace, écologique et respectueuse de
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'environnement (Sumiahadi et Acar, 2018). Elle consiste a I’utilisation de différentes espéces
de plantes capables d'accumuler ou de dégrader les contaminants (Cristaldi et al., 2017).

Cette technique est utilisée pour éliminer, dégrader ou séquestrer les polluants des sols
et de 1'eau et elle est généralement considérée comme une option de gestion €cologique pour
les sols pollués (Rajkumar et al., 2010). La phytoremediation est 1’aboutissement de plusieurs
processus tels que la phytodégradation, la phytovolatilisation, la phytoaccumulation, la
phytoextraction et la rhizoremediation (Tableau I). Ces méthodes sont efficaces, écologiques

et économiques (Muthusaravanan et al., 2018).
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Tableau I : Les différents types de procédés de phytoremédiation (Praveen et al., 2019)

Type

Définition

Contaminant

Phytoextraction

11 s'agit d'un type de phytoremédiation qui implique la
translocation des polluants par les racines depuis le sol
ou l'eau vers la biomasse aérienne de la plante. Les
sites impliqués dans la phytoextraction incluent : (1)
La phytoextraction a l'aide de chélateurs, qui implique
I'application de chélateurs de métaux (EDTA, AGTA,
DTPA) pour mobiliser et améliorer l'absorption des
polluants. (2) La phytoextraction continue dépend du

potentiel inhérent de la plante.

Métaux lourds

Phytostabilisation

Connue ¢galement sous le nom de
phytoimmobilisation. Elle consiste a l'utilisation de
plantes potentielles pour immobiliser les contaminants
dans le sol lui-méme. Le métal lourd est immobilisé en
étant adsorbé, précipité, et par transformation de la

valence du métal dans la rhizosphére.

Métaux lourds

Phytodégradation

et rhizodégradation

Dans la rhizodégradation, les polluants organiques
sont décomposés dans la région de la rhizosphére par
la dynamique microbienne. La phytodégradation est un
type de phytoremédiation qui fait intervenir des
enzymes végétales pour dégrader ou minéraliser les

compos€s organiques.

Combustibles et

solvants

Phyto-volatilisation

Cela implique I'absorption de métaux lourds par le
systéme racinaire ensuite les convertir en volatils puis
libérés dans l'atmosphére par les stomates dans

I'atmosphere. 11 s'agit d'une remédiation temporaire.

Les métaux lourds,
comme le Hg et le

Se.

Rhizoremediation

La dégradation rhizosphérique des contaminants du sol
par les racines des plantes en association avec des
microorganismes est appelée rhizoremédiation. Les
exsudats des racines stimulent la disponibilité des
microorganismes dans le sol qui dégradent ensuite les

polluants.

Les métaux lourds,
pesticides
produits pétroliers,

herbicides...
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I1.1.2. La rhizoremediation

La rhizoremédiation implique le processus d'une relation mutuelle dans la rhizosphére,
entre la partie racinaire de la plante et les microorganismes du sol qui y sont présents (Simon
et al., 2014). Le site racinaire d'une plante libére certaines substances qui sont utilisées par les
microorganismes pour dégrader les polluants, en contrepartie certains microorganismes aident
a la fixation de l'azote dans les racines tandis que d'autres aident a prévenir les attaque des
organismes pathogenes. Ce processus ne nécessite littéralement aucun investissement, car il
suffit de fournir des microorganismes efficaces (Saravanan et al., 2020).

La rhizoremediation intervient sur divers types de contaminants comme : les métaux
lourds, les pesticides, produits pétroliers, cendres volantes et herbicides (Praveen et al.,

2019).

ITI. Symbiose rhizobium-légumineuse dans la bioremediation
III.1. Symbiose rhizobium-légumineuse

D’un point de vue étymologique le mot symbiose provient du grec, composés de : sym
(avec) et bio (vie), d’ou sa définition vague : vie en commun (Lefévre, 2004).

Les légumineuses sont une famille de plantes qui sont capables d'établir une
interaction symbiotique avec des bactéries du sol ; les Rhizobia. Cette interaction conduit a la
formation d'un nouvel organe appelé nodule racinaire dans lequel les bactéries
rhizosphériques fixent 'azote atmosphérique au profit de la plante hote (Laloum, 2013).

Au cours de la formation des nodules, une reconnaissance spécifique se produit entre
les partenaires procaryotes et eucaryotes. L'invasion des cellules végétales par les bactéries
entraine de nombreux changements dans la structure et la biochimie des deux organismes au

cours du développement du nodule (Appelbaum, 2018).

II1.2. Application des symbioses rhizobium-légumineuse dans la bioremediation des
sols contaminés par des métaux lourds

L'application simultanée de plantes et de microorganismes de la rhizosphere
(rhizoremédiation) améliore 1'efficacité de la biorémédiation. Pour que cette technique soit
efficace, une attention particuliére doit étre portée sur la sélection des microorganismes de la
rhizosphere présentant un potentiel de biorémédiation et des propriétés PGP.

Dans ce contexte, de nombreuses expériences ont ét¢ accomplies en utilisant
différentes symbioses légumineuses-rhizobium pour la remédiation des sols contaminés par
des métaux lourds. La plupart de ces recherches ont cependant été effectuées en pots ou en

serres (Pajuelo et al., 2011).
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Dans certains cas, les résultats ne se sont pas avérés cohérents et reproductibles
lorsqu'ils ont été testés sur le terrain (Vangronsveld et al., 2009).

Par conséquent, la disponibilité des métaux dans le sol, la viabilité des inoculants et la
s¢lection des pratiques agronomiques les plus adéquates doivent étre prises en considération
lors de la conception d'une stratégie de rhizoremédiation in situ. Dans les cas ou des
rhizobiums symbiotiques efficaces et résistants aux métaux ont été utilisés, les résultats
obtenus ont été positifs :

D'une part, ils ont augment¢ les rendements en grains, la biomasse végétale et la teneur
en N par le biais de la production de N2 et en synthétisant des substances régulatrices de
croissance (Dary et al, 2010 ; Gonzilez et Gonzalez-Chéavez, 2006). L'effet positif des
inoculants sélectionnés sur le rendement et la biomasse des plantes améliore la qualité de la
végétation et contribue a la régénération des sols pollués et dégradés (Dary et al., 2010).

D'autre part, l'inoculation avec des inoculants résistants aux métaux affecte ¢galement
la solubilité et la biodisponibilité des métaux pour permettre leur absorption par les plantes.
Dans la plupart des cas, une diminution de 'accumulation de métaux dans les pousses des
plantes inoculées est signalée (Frérot et al., 2006), bien que dans certains cas, une
augmentation de l'accumulation de métal se produit, lorsque des inoculants mobilisant des
métaux sélectionnés sont utilisés en combinaison avec des plantes hyperaccumulatrices (Ma et
al., 2009). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la diminution de la teneur en
métaux dans les légumineuses inoculées. Ces mécanismes comprennent la biosorption du
métal a la surface des cellules bactériennes ou dans les racines, la chélation des métaux, la
sécrétion de substances par les racines des plantes ou par les bactéries qui immobilisent le
métal dans le sol...Tous ces processus peuvent agir ensemble et donc peuvent améliorer la
phytostabilisation des métaux (Khan et al., 2009).

Dans une étude réalisée dans ce contexte, des plants de Lupinus luteus inoculés avec
un consortium bactérien résistants aux métaux lourds ont été utilisés dans la phytostabilisation
des sols affectés par un déversement minier. Ce consortium comprenait Bradyrhizobium,
Ochrobactrum indigene et Pseudomonas résistant aux métaux lourds. Le mélange de bactéries
a augment¢ les rendements des plantes, la biomasse et la teneur en azote tout en réduisant de 2
a 4 fois la concentration de métaux dans les pousses. Dans d'autres travaux, I'inoculation de
plantes de greengram avec l'espéce Bradyrhizobium sp. RM8, PGPR et résistante aux métaux,
a protégé les plantes de la toxicité du Ni et du Zn, et de l'exposition aux métaux, par

conséquent, a augment¢ la croissance des plantes (Wani et al., 2007).
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Ces ¢tudes suggerent donc que les rhizobia résistants aux métaux pourraient étre
utilisés pour compenser la toxicité des métaux lourds pour les légumineuses cultivées dans

des sols contaminés par les métaux lourds (Pajuelo et al., 2011).
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Afin de pouvoir étudier et caractériser les bactéries symbiotiques nodulant Calicotome
spinosa originaires des sols miniers plusieurs tests ont ét¢ menés. Cette étude s’inscrit dans la
contribution a la sélection de souches présentant des potentialités pour une éventuelle
utilisation dans un projet de bioremediation des sols contaminés par des métaux lourds.

Dans cette partie, la méthodologie de travail adoptée pour répondre a 1’objectif de
cette étude sera décrite depuis la détermination des seuils de tolérance au mercure et au plomb
jusqu'a I’évaluation de leurs impacts sur les souches ¢étudiées. De plus, cette étude s’étale sur
la recherche de quelques activités enzymatiques chez des souches provenant d’un tel
environnement pollug.

L’ensemble des manipulations a été effectué¢ au niveau du Laboratoire d’Ecologie
Microbienne de I'Université de Bejaia (LEM), réalisé durant la période allant du 15 Avril au

25 juin 2021.

I. Matériel biologique

Deux souches bactériennes csMO08 et csG12 appartenant a la collection du Laboratoire
de I’Ecologie Microbienne de 1’Université de Bejaia ont fait I’objet de cette étude. Elles ont
été isolées a partir des nodules racinaires de Calicotome spinosa originaire des mines de
mercure situées a Azzaba (Skikda) au Nord-Est de 1’ Algérie, et identifiées comme appartenant

au genre Bradyrhizobium par Salmi et Boulila (2021).

II. Méthodes
II.1. Revivification des deux souches conservées

Les souches de Bradyrhizobium csMO08 et csG12, conservées a -80°C ont été
revivifiées par ensemencement sur milieu liquide YMB (Yeast-mannitol-broth) (Annexe I) a
partir d’un tube de conservation suivi d’une incubation a 28°C pendant 06 jours. La pureté de
ces souches a ¢été vérifiée par ensemencement par stries sur milieu solide YMA (Yeast-
mannitol-agar) (Annexe I) suivi d’une incubation a 28°C pendant 10 jours (Figure 3). Ensuite,
une ¢étude macroscopique a été faite par observation a I’ceil nu et elle a porté sur divers
critéres définissant les colonies des deux souches : diamétre, couleur, aspect, présence des

EPS, la forme, le contour des colonies ainsi que le temps d’apparition.
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Figure 3 : revivification des souches bactériennes sur milieu YMB et vérification de leurs
pureté sur milieu YMA.

II1. Effet du mercure et du plomb sur les souches étudiées
III.1. Etude de la résistance des souches au mercure et au plomb : détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Un test évaluant la résistance des deux souches csMO8 et csG12 aux différentes
concentrations du mercure et du plomb (allant de 5 pg/ml a 300 pg/ml et de 25 pg/ml a 600
ug/ml respectivement) et permettant de déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) de ces deux métaux a été réalisé sur milieu YMA (Yeast-mannitol-agar) (Annexe I). Le
choix des concentrations de métaux a été fait suivant les concentrations de ces deux éléments
dans les sites miniers étudiés qui sont des 1 mg/kg pour le mercure et de 800 mg/kg pour le
plomb (Salmi et Boulila, 2021).

Des volumes déterminés ont été prélevés a partir des solutions meres de sels de
Chlorure de Mercure (HgCl) et d’Acétate du Plomb (Pb(OOCCH3)> ; 3H20) (Annexe II)
stérilisées par filtration (Millipore 0.20 um), et additionnés a la gélose YMA pour obtenir les
concentrations souhaitées (Annexe III). Les milieux préparés ont été coulés dans des boites de
Pétri, puis ensemencés par des spots de 10ul contenant 10’UFC/ml. Trois répétitions ont été
effectuées pour chaque métal et pour toutes les concentrations étudiées. Un témoin négatif a
¢été réalisé dans les mémes conditions expérimentales sans 1’addition de métal.

Aprés incubation a 28°C pendant 10 jours, la présence ou I’absence d’une
croissance sur le milieu ; visible a ’ceil nu, a été retenue comme résultat positif. Ainsi, les
CMI correspondant aux plus faibles concentrations des deux métaux lourds capables d’inhiber

toute croissance bactérienne ont été déterminées.
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I11.2. Effet du mercure sur la croissance des souches bactériennes

Sachant que les deux souches étudiées sont originaires d’un sol contaminé par le
mercure et vu 1’objectif recherché par la présente étude, nous avons opté pour la focalisation
de la suite de notre étude sur I’effet du mercure sur la croissance et les activités biochimiques
des deux bactéries Bradyrhizobium.

Compte tenu du test de détermination des CMI, la croissance des souches a été suivie
sur milieu YMB (Yeast-mannitol-broth) avec des concentrations de mercure inférieures a la
CMI. Des volumes déterminés ont été prélevés a partir de la solution mere des sels de
Chlorure de mercure (HgCI2) et additionnés a des volumes du milieu liquide YMB (Yeast-
mannitol-broth) pour obtenir des volumes finaux de 10 ml a différentes concentrations du
mercure (Annexe V).

Les différents milieux préparés ont été inoculés avec 107 UFC/ml. Trois répétitions ont
¢été réalisées pour chaque souche a toutes les concentrations ainsi qu’un témoin négatif sans
inoculation. Les milieux ont été incubés a 28°C pendant 6 jours et une lecture périodique ;
chaque 24 H, au spectrophotomeétre a une longueur d’onde A=630 nm, a été faite pour mesurer
et suivre la croissance des deux souches bactériennes pendant 10 jours. Les temps de

génération et les taux de croissance sont déterminés par I’équation suivante :

G=tlog2/ (log X - log X0)
D’ou: T=1/G
G : temps de génération (h).

T : taux de croissance (h-1).

IV.Recherche de caractéristiques promotrices de la croissance des plantes (PGP)
IV.1. Production d’acide indole acétique (AIA)

La production de I’acide indole acétique (AIA) par les deux souches csMO8 et csG12
est déterminée selon la méthode de Malik & Sindhu (2011).

Des tubes contenant 10 ml du milieu LB additionné¢ de 0.1g/l de tryptophane
préalablement stérilis¢ par filtration, ont ét¢ inoculés par les deux cultures bactériennes
fraiches (10’UFC/ml). Aprés incubation a 28°C pendant 6 jours, les cultures ont été
centrifugées a 10000 tr/min pendant 5 minutes.

Pour chaque milieu, 1 ml du surnageant a été récupéré et mélangé avec le méme

volume du réactif de Salkowski (Annexe I).
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Apres agitation et incubation dans I’obscurité a une température ambiante pendant 30
min, la production de I’auxine AIA se manifeste par I’apparition d’une coloration rose. Dans
le cas positif marqué par une coloration rose, 1’absorbance des milieux est mesurée au
spectrophotométre a 500 nm pour déterminer la DO. La concentration en AIA est déterminée
par la réalisation d’une courbe d’étalonnage (Annexe V) (DO a 500 nm en fonction de la

concentration de I’AIA (Sigma-Aldrich) pur en pg/ml).

IV.2. Production de sidérophores

L’aptitude des deux souches de Bradyrhizobium csMO08 et csG12 a produire des
sidérophores a ét¢ révélée sur le milieu Chrom Azurol S Agar (CAS) (Annexe I), préparé en
suivant le protocole ¢laboré par Schwyn et Neilands (1987) et enrichi par Alexander Zuberer
(1991) (Figure 4).

Le milieu préparé a été coulé dans des boites de Pétri puis ensemencé par la méthode
des disques d’agar; des disques qui ont été prélevés soigneusement des pré-cultures
bactériennes sur milieu YMA et déposés sur les boites. La production de sidérophores se
manifeste par ’apparition d’un halo orange autour des disques aprés une incubation a 28°C

pendant 10 jours.

déposer le disque dagarj apparition d'une zone or o)
sur le milieu CA-S N autour du disque (Résultat +]/I

Figure 4 : Mise en évidence de la production des sidérophores.

IV.3. Solubilisation de phosphate tricalcique

La solubilisation du phosphate tricalcique par les deux souches a été évaluée sur
milieu Piskovskaya solide (1948) (Annexe I). Les boites ont été ensemencées par la méthode
des disques d’agar; des disques qui ont été prélevés soigneusement d’une pré-culture

bactérienne sur milieu YMA et déposé sur les boites.
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L’aptitude des bactéries a solubiliser le phosphate tricalcique est indiquée par la
formation d'un halo transparent autour des disques aprés une incubation a 28°C pendant 10

jours.

V. Effet du mercure sur les caractéristiques promotrices de la croissance des plantes
(PGP) retrouvées
V.1. Effet du mercure sur la production de I’acide indole acétique (AIA)

Pour évaluer la capacité des souches étudi¢es a produire de 1’acide indole acétique en
présence de concentrations de mercure inférieures a la CMI, un autre test a été réalisé suivant
la méthode de Malik et Sindhu (2011) préalablement décrite.

Cependant, le milieu de culture a ét¢ additionné de concentrations croissantes de
mercure inférieures a la CMI (Annexe VI).

Les concentrations en AIA dans les milieux ont ét¢ déterminées par la réalisation
d’une courbe d’étalonnage (Annexe V) (DO a 500 nm en fonction de la concentration de

I’AIA (Sigma-Aldrich) pur en ug/ml).

V.2. Effet du mercure sur la production des sidérophores

Pour évaluer la capacité des souches étudiées a produire les sidérophores en présence
de concentrations de mercure inféricures a la CMI, un autre test a été réalisé sur le milieu
Chrom Azurol S Agar (CAS) suivant la méthode préalablement décrite. Sauf que des volumes
différents de la solution mere du mercure ont été ajoutés aux milieux pour avoir au final des
cultures contenants les concentrations du mercure inférieures aux CMI préalablement
déterminées. Puis, les milieux obtenus ont été incubés pendant 10 jours a 28°C. L'apparition

de halos orange autour des colonies indique la production de sidérophores.

VI.Recherche des activités enzymatiques
VI.1. Recherche de I’activité réduction des nitrates

Au cours de ce test, la recherche de la production de I’enzyme nitrate réductase par les
deux souches bactériennes a été réalisée. L’enzyme nitrate réductase réduit les nitrates en
nitrites. Parfois, certaines bactéries peuvent poursuivre cette réduction, jusqu’a la
dénitrification. Ce test consiste a mettre en évidence le métabolite nitrite ou la disparition des
nitrates initiaux. Pour déterminer 1’aptitude des deux souches csMO08 et csG12 de produire une
nitrate réductase, les cultures ont été menées sur un bouillon nitraté contenant des ions nitrate

mais dépourvu de nitrite. Apres incubation de 6 jours a 28°C, quelques gouttes du réactif de
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Griess ont été ajoutées aux milieux. La réduction des nitrates en nitrites se manifeste par
I’apparition d’une coloration rouge.

L’absence d’une coloration sur les milieux signifie d’absence de nitrite dans les
milieux. Dans ce cas deux hypothéses sont suggérées : soit les bactéries ne produisent pas la
nitrate réductase, ou elle a en plus, une nitrite réductase qui transforme les nitrites en azote
deés leur apparition.

Pour trancher entre ces deux suppositions, il suffit juste d’ajouter une pincée de poudre
de zinc ; une poudre trés réductrice, qui réduit en quelques minutes les nitrates en nitrites.
Cette réduction est accompagnée par 1’apparition d’une coloration rouge. La bactérie est donc
nitrate réductase négative (NR-). Dans le cas ou aucune coloration n’est apparue, cela signifie
qu’il ne reste plus de nitrates dans le bouillon, donc la bactérie est (NR+) ; nitrate réductase

positive (Figure 5) (Guiraud, 2003).

Observation : coloration rouge

ﬂ .'"r:'la} Interprétation : présence de MO, i=sus de la réduction des NO;
ﬁ% E;," ' Conclugion : NITRATE REDULTASE = (stade MO
- . s | Observation : pos de colorotion Fouge
rd Interpretation : pas de présence de MO,
. frsus des MO . Les WOy été réduits en M,
) Rbactif de . por la bocteérie
Grigss — # S | Conclusion : MITRATE REDUCTASE -
(ritl + ni*2) Zine (stade N;)
 —

Obzervation : coloration rouge
Interpretation @ le Zn o réduit les MO,
encore présents en MOy gul sont révelés por
. le reactif de &ricss

=» Pas de reduction de MOy en M;
Conclusion : MITRATE REDUCTASE -

Figure S : Recherche de I’activité réduction des nitrates.

VI.2. Recherche de I’activité uréasique

La capacité des deux souches bactériennes €tudiées d’hydrolyser ’urée a été testée sur
le milieu YMA additionné de rouge de phénol comme indicateur du pH. Le milieu a été
ajusté¢ a pH 6,8 puis autoclavé. Ensuite, 50 ml d'une solution d'urée a 40% préalablement
stérilisée par filtration (porosité¢ 0.22 um) a été ajoutée au milieu. Aprés homogénéisation, le

milieu a été coulé dans des boites de Pétri qui ont été ensuite ensemencées et incubées a 28°C
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pendant 10 jours. L’activité uréasique se manifeste par le changement de la couleur du milieu

vers le rose (Kumari et al., 2010).

VI.3. Recherche de I’activité pectinolytique

La mise en évidence de ’activité pectinolytique a été réalisée sur un milieu YMA
contenant 0.5 % de pectine. Le milieu réalisé a été coulé dans des boites Pétri puis ensemencé
par la méthode des spots. Aprés une incubation a 28°C/10 jours, les boites ont été inondées
avec une solution d’iodure de potassium. L’apparition des zones claires autour des spots

indique une activité pectinolytique (Soares et al., 1999).

VI.4. Recherche de I’activité cellulasique (CMCase)
La recherche de 1"activité cellulasique est faite sur milieu de Carder (1986) (Annexe I).
Le milieu a été coulé dans des boites qui ont été ensuite ensemencées par la méthode
des spots et incubées a 28°C. Apres 10 jours d’incubation, une solution aqueuse de rouge de
Congo (1%) est ajoutée a la surface (Nermeen et al., 2010). Apres 20 min, la surface a été
inondée par une solution de NaCl a IM puis garder pendant 15 min dans une température
ambiante (Jaradat et al., 2008). L’activité cellulasique se distingue par 1’apparition d’un halo

clair autour des spots.

VLS. Recherche de activité gélatinase

Pour la détermination de I'hydrolyse de la gélatine par les bactéries étudiées, un test a
été réalisé en se référant a la méthode de (Frazier, 1926) en utilisant une gélose a base de
gélatine contenant : gélatine (10g/1) ; extrait de levure (1g/1); agar (18g/l). Le milieu a été
coul¢ dans des boites qui ont été ensuite ensemencées par la méthode des spots. Apres
incubation a 28°C pendant 10 jours, le milieu a été additionné du réactif de Frazier [HgCI2 a
15% (p/v), dans du HCL concentré a 20% (v / v)] pour la révélation de 1’hydrolyse de la
gélatine. La présence de la gélatinase se manifeste par 1’apparition des zones claires autour

des spots.

VI.6. Recherche de I’activité chitinasique
Le test de la mise en évidence de 1’activité chitinasique par les souches bactériennes
¢tudiées a été réalisé sur un milieu YMA (Yeast-mannitol-agar) additionné de 1 % de chitine.
Le milieu réalisé a été coulé dans des boites Petri puis ensemencé par la méthode des spots.
La production de la chitinase se traduit par I’apparition d’une zone claire autour des

spots apres 10 jours d’incubation a 28°C.
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Résultats et discussion

Cette partie comporte les résultats des différents tests réalisés au cours de la partie
pratique. Les résultats de chaque test ont été interprétés et discutés en se référant a des études
scientifiques antérieures traitant la méme thématique. Le choix des travaux scientifiques objet
de cette comparaison a été fait en se basant sur la similarit¢ du matériel et des méthodes

utilisées ainsi que 1’objectif recherché de ces études.

I. Caractérisation morphologique des colonies
Le Tableau II comporte I’ensemble des résultats de la caractérisation morphologique

des deux souches étudiées et la Figure 6 illustre 1’aspect des cultures qu’elles ont formées sur

milieu YMA.

Tableau II : Caractéres culturaux des deux souches csMOS8 et csG12.

~

Diameétre

Caractéres des Couleur Aspect des | Présence Forme et Temps
N0 . des . contour des , o e
N colonies : colonies des EPS q d’apparition
> colonies colonies
Souches | (mm)

Ronde et

csM08 >2 mm Beige Opaque + contour 10 jours
régulier

Punctiforme

csG12 <2mm | Blanchatre | Translucide - et contour 10 jours

régulier

Figure 6 : Aspect morphologique des cultures formées par les souches csMO08 et csG12 sur
milieu YMA.

En observant la Figure 6, la souche csM08 a formé des colonies opaques, d’un
diametre supérieur a 2 mm, de couleur beige et d’une forme ronde avec un contour régulier et
elle sécréte des exopolysaccharides. Quant a la souche csG12, les colonies formées sont
¢galement opaques, cependant leur diameétre est inférieur a 2 mm et elles sont d’une couleur
blanchatre et d’une forme punctiforme avec un contour régulier et elle ne sécréte pas des

exopolysaccharides.
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L’apparition des colonies apres 10 jours d’incubation a 28°C permet de classer ces

souches comme bactéries a croissance lente caractérisant les espéces du genre
Bradyrhizobium (Jordan, 1982 ; 1984). L’aspect morphologique et les caractéres culturaux
des souches de Bradyrhizobium csMO8 et csG12 observés sont en concordances avec les

résultats obtenus par Salmi et Boulila (2021).

II. Effet du mercure et du plomb sur les souches étudiées
II.1. Etude de la sensibilit¢é des souches vis-a-vis du Mercure (Hg) et du plomb
(Pb) : Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les résultats du test réalisé sur milieu YMA (Yeast-mannitol-agar) pour étudier la
sensibilité des deux souches bactériennes csM08 et csG12 aux différentes concentrations du
mercure et du plomb ainsi que la détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) de ces deux métaux lourds, sont indiqués dans les Tableaux III et IV.

La Figure 7 illustre les résultats obtenus apres 10 jours d’incubation a 28°C.

Tableau III : Résultats du test de la sensibilité des souches csMO0S et csG12 vis-a-vis des
différentes concentrations du mercure sur milieu YMA.

Souches Concentrations du (Hg) (ng/ml)
bactériennes 5 10 25 50 100 150 200 300
csMO08 + + + + + + - -
csG12 + + + + + - - -

Croissance : (+)  Absence de croissance : (-)

Tableau IV : Résultats du test de la sensibilité des souches csMO& et ¢csG12 vis-a-vis des
différentes concentrations du plomb sur milieu YMA.

Souches Concentrations du (Pb) (ng/ml)
bactériennes 25 50 100 200 300 400 500 600
csMO08 + + + + + + + -
csG12 + + + + + + - -

Figure 7 : exemple de croissance et d’absence de croissance des souches sur milieu YMA.

Croissance : (+)

Absence de croissance : (-)
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Ces résultats montrent que la souche csM08 se développe en présence de
concentrations allant jusqu’a 150 pg/ml de mercure et 500 pg/ml de plomb. Quant a la souche
csG112, elle a pu croitre dans des milieux contenant des concentrations allant jusqu’a 100
pg/ml de mercure et 400 pg/ml de plomb.

Selon Abou-Shanab et al. (2007), les concentrations critiques exprimant la résistance
ou la sensibilité des rhizobia sont de 20,06 pg/ml pour le mercure et de 207,20 pg/ml pour le
plomb. En se basant sur ces résultats, les deux souches csMO8 et csG12 sont considérées
résistantes au mercure et plomb. La souche csMOS est plus résistante au mercure et au plomb
par rapport a la souche csG12.

En effet, I’appartenance des souches a la méme espece n’induit pas forcement le méme
niveau de résistance aux différents métaux lourds (Kinkle et al., 1987).

Il est a noter que, les résultats de ce test concordent avec ceux obtenus par Bedouhene
et Ait Haddad (2015) ; Ponmurugan et al. (2012) qui ont étudié la résistance de quelques
Bradyrhizobium au mercure. Mais aussi que ceux des CMI du plomb rapportés par Carrasco
et al. (2005).

Cependant, ils different de ceux cités dans des études réalisées par Ruiz-Diez et a/
(2012) ; Abou-Shanab et al (2007) traitant la résistance des Bradyrizobium au mercure,
rapportant des concentrations minimales inhibitrices (CMI) moins importantes relativement
aux CMI du mercure qui ont affectées les souches csM08 et csG12 (200 pg/ml et 150 pg/ml
respectivment).

Les travaux de Monchy (2007) indiquent que les ions mercuriques sont extrémement
toxiques pour les bactéries a cause de leurs interactions avec les groupes thiol (-SH) des
protéines.

D’aprés Angle et al. (1993) et Tong et Sadowsky (1994), les souches de
Bradyrhizobium comparées a Rhizobium sont plus résistantes aux métaux lourds grace a leur
capacité a alcaliniser le milieu rendant ainsi les métaux lourds moins actifs.

L’effet des métaux lourds dépend de la durée de l'exposition, de la dose et du type de
métal utilisé¢ (Giller et al., 1998). Les bactéries peuvent développer des mécanismes de
résistance qui immobilisent, mobilisent ou transforment les métaux lourds, et donc elles
peuvent influencer la solubilit¢ des métaux lourds par 1’altération de leurs propriétés
chimiques (Gremion, 2003). Elles synthétisent des protéines ou de polymeéres extracellulaires
qui adhérent au métal, ou le compartimentent a I’intérieur des cellules ou encore diminuent

I’assimilation par activation de I’exportation (Tomsett, 1993).
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I1.2. Effet du mercure sur la croissance des souches bactériennes

Etant donné que les deux souches de Bradyrhizobium csMO08 et csG12 étudiées sont
originaires d’un sol pollué par le mercure et vu I’inscription de notre étude dans ’optique de
contribuer a un éventuel projet de bioremediation de ce site, nous avons opté pour la
focalisation de la suite de notre travail sur D’effet du mercure sur les deux souches
bactériennes, leur croissance et leurs activités biochimiques.

En effet, apres la détermination des concentrations minimales inhibitrices du mercure
qui affectent la croissance des deux souches bactériennes sur milieu YMA, le test effectué sur
milieu YMB pour suivre la croissance des deux souches csG12 et csMO08 sous 1’effet des
concentrations du mercure inférieures a la CMI, a généré les résultats notés dans I’annexe VII.

Ces résultats ont été représentés graphiquement sous forme de courbes (Figure 8 et Figure 9).
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Figure 8 : courbe de croissance de la souche csM08 pendant 240 heures (10 jours) sous
I’effet de différentes concentrations du mercure inferieures a la CMI.
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Figure 9 : courbe de croissance de la souche csG12 pendant 240 heures (10 jours) sous I’effet
de différentes concentrations du mercure inférieures a la CMI.

A partir des courbes réalisées (Figure 8 et 9), les temps de génération et les taux de
croissance des souches bactériennes ont été calculés. Les résultats obtenus sont indiqués dans

les tableaux V et VI.

Tableau V : Temps de génération et le taux de croissance de la souche csMOS sous
différentes concentrations du mercure.

Milieu avec
différente
concentrations
[Hg2+]
Temps de
génération (h)
Taux de
croissance (h -1)

0 5 10 25 50 100 150

80.27 68.11 60.16 42.47 38 72.2 90.25

0.012 0.015 0.017 0.024 0.027 0.014 0.012

Tableau VI : Temps de génération et le taux de croissance de la souche csG12 sous différente
concentrations du mercure.

Milieu avec
différente
concentrations
[Hg2+]
Temps de
génération (h)

0 5 10 25 50 100

36.1 36.1 65.64 72.2 48.13 65.64

Taux de

. 0.028 0.028 0.015 0.014 0.021 0.015
croissance (h -1)
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Les résultats obtenus montrent que les deux souches et a toutes les concentrations
testées ont affich¢ des absorbances inférieures a celle du témoin ce qui suggere que
I’augmentation des concentrations du mercure dans les milieux a induit la diminution de la
croissance. Ceci permet de conclure que la croissance des souches est inversement
proportionnelle aux concentrations du mercure.

Les temps de génération obtenus démontrent que la souche csM0S8 a une croissance
plus lente par rapport a la souche csG12.

I1 est constatable également a partir des courbes réalisées (Figure 8 et 9) que la phase
de latence s’allonge en fonction de I’augmentation des concentrations du mercure dans le
milieu. L optimum de croissance a été atteint au bout du sixiéme jour (144h) pour les deux
souches et a toutes les concentrations étudiées, suivi d’une phase de déclin a partir de 144h
jusqu’a 240h.

Les résultats obtenus au cours de ce test sont en accord avec ceux révélés par Ruiz-
Diez et al. (2012). Bien que les especes appartenant au genre Bradyrhizobium aient des temps
de génération supérieur a 5 heures (Jordan, 1982 ; 1984). Cependant la présence des métaux
lourds exercent un effet négatif sur la croissance de ces bactéries, considéré proportionnel et
graduel avec I'augmentation des concentrations en métaux (Dahlin et al., 1997).

En effet, I'augmentation des concentrations des métaux lourds perturbe de nombreuses
activités biochimiques et physiologiques chez Bradyrhizobium japonicum, notamment sa
croissance (Seneviratne et al., 2016). Cet effet dépend de la durée de I'exposition, de la dose

et du type de métal utilisé (Giller et al., 1998).

III.Recherche de caractéristiques promotrices de la croissance des plantes (PGP)
III.1. Production d’acide indole acétique (AIA)
Le résultat du test a ét¢ 1’apparition d’une coloration rose (Figure 11) ce qui signifie la

production de I’auxine acide indole acétique (AIA) par les deux souches csMOS et csG12.

Figure 10 : apparition d’une coloration rose indiquant la production de 1I’AIA par les deux
souches.
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Les résultats obtenus ont été représentés graphiquement (Figure 11).

AlA (ug/ml)

ORNWAUIONW

L — 'I.—\-Jj—
mcsMO08 2 csG12

Figure 11 : Production d’AIA (ug/ml) par les deux souches csMO08 et csG12.

La concentration de I’AIA produite par la souche csMO08 (16.38 pg/ml) est supérieure
a celle de csG12 (13.85 pg/ml).

En effet, la production de I’acide indole acétique est une caractéristique partagée avec
d’autres souches du genre Bradyrhizobium étudiées par (S. Kumar et al., 2021), toutefois,
une variation significative (8,22 a 52,81 ug/ml) a été observée également dans la production
d'AIA par ces souches.

Selon Chen et al. (2017), les Bradyrhizobium ont attirées l'attention pour leur
stimulation de la croissance des plantes ainsi que leur contribution remarquable dans la
phytoremédiation grace a leur aptitude a produire de I'acide indole acétique.

L’ATIA favorise 1’absorption de 1’eau et des minéraux en stimulant le développement
du systéme racinaire des plantes. Egalement, elle stimule la germination des graines, elle
controle les processus de la croissance végétative et elle contribue activement dans la

résistance aux conditions stressantes (Ahemad et Kibret, 2014).

II1.2. Production de sidérophores

Apres une incubation pendant 10 jours a 28 °C, I’apparition d’un halo orange autours
des disques de gélose contenant les cultures des souches étudices a été constatée (Figurel2) ce
qui signifie 1’aptitude des deux souches de Bradyrhizobium csMO08 et csG12 a produire les
sidérophores. Cette potentialité a déja été rapporté chez des souches de Bradyrhizobium (Abd-

Alla, 1998). Néanmoins, la production des sidérophores n’est pas tellement répondue chez les
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bactéries ce qui suggere que les souches étudiées seraient intéressantes notamment pour une

inoculation dans un sol carencé en fer.

csBI0E cxl312

Figure 12 : Les résultats obtenus du test de la production de sidérophore.

I1 est a rappeler que les sidérophores sont des composés organiques de faible masse
moléculaire produits par des microorganismes et des plantes dans des conditions de faible
teneur en fer. Ce dernier, est présent principalement sous forme de Fe3+ et il est susceptible
de former des hydroxydes et des oxyhydroxydes insolubles le rendant généralement
inaccessible aux plantes et aux microorganismes (Rajkumar et a/., 2010).

Ainsi, les sidérophores peuvent chélater le fer ferrique et le rendent disponible pour les

cellules microbiennes et végétales (Sharma et al., 2013).

II1.3. Solubilisation de phosphate tricalcique

L’observation des résultats du test réalisé sur le milieu de Pikovskaya, n’a révélé
aucune zone claire autour des disques, ce qui signifie I’inaptitude des deux souches étudiées
csG12 et csMO8 a solubiliser le phosphate tricalcique.

Bien que ce résultat soit a I’opposé de ce qui est relaté dans la littérature concernant la
capacité des rhizobia a solubiliser le phosphate organique et inorganique (Alikhani et al.,
2007), cependant, beaucoup d’études ont démontré que ce caractére n’est pas toujours présent
chez les rhizobia (Halder et Chakrabartty, 1993), indiquant par conséquent que la
solubilisation du phosphate n'est pas un caractére largement répandu parmi les rhizobia

(Kumar et Ram, 2014).

IV.Effet du mercure sur les caractéristiques promotrices de la croissance des plantes
(PGP) retrouvées
IV.1. Effet du mercure sur la production de I’acide indole acétique (AIA)
Apres la mise en évidence de la production de 1’acide indole acétique par les deux
souches étudiées, 1’effet des concentrations mercuriques sur cette production a été¢ déterminé

dans ce test. L’apparition d’une coloration rose a toutes les concentrations étudi¢es (Figure
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13) signifie la production d’acide indole acétique par les deux souches en présence des

concentrations du mercure inférieures a la CMI.

Figure 13 : apparition d’une coloration rose sur les différents milieux des deux souches

bactériennes en présences des concentrations du (Hg) inférieures a la CML

L’absorbance a été mesurée au spectrophotometre a 500 nm (Annexe VIII) et les
concentrations d’AIA produites ont été déterminées (Annexe IX) puis représentées

graphiquement (Figure 14).
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Figure 14 : les concentrations d’Acide Indole Acétique produites par les deux souches en
présence de concentrations distinctes du mercure.

Selon le test de corrélation réalisé et illustré par la (Figure 15), dans le cas des deux
souches testées la production de I’AIA a montré une corrélation négativement significative (p
<0,05) avec les concentrations ascendantes du mercure ajouté aux milieux. Quant a la
production de 1I’AIA par les deux souches, elle est positivement significative (p <0,05), ce qui

peut indiquer que les concentrations du mercure ont eu le méme effet sur ces dernicres.
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Figure 15 : Analyse de corrélation entre les concentrations d’AIA produites par les deux
souches avec les concentrations du mercure ajoutées.
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Pour les deux souches étudiées, la production de I’AIA diminue en fonction de
I’augmentation des concentrations du mercure dans le milieu ce qui implique que la
production de I’AIA est affectée par le mercure et elle est inversement proportionnelle aux
concentrations de ce dernier.

A toutes les concentrations étudiées, les quantités d’AIA produites par la souche
csMO08 sont supérieures a celles de csG12.

Au-dela de 20 pg/ml de mercure, admis comme le seuil de résistance au Hg, peu de
souches bactériennes rhizosphériques ont la capacité¢ de produire de ’AIA (Amin et Latif,
2017).

Dahlin et al. (1997) affirme que 1’effet des métaux sur les rhizobia est proportionnel
et graduel avec I'augmentation des concentrations des métaux.

Selon Chen et al. (2017), les Bradyrhizobium ont attiré 'attention pas uniquement pour
leur role dans la fixation d’azote mais aussi pour leur capacité a stimuler la croissance des
légumineuses en produisant de I'AIA, et donc augmentant leur efficacité dans la
phytoremédiation. En plus de stimuler le développement du systéme racinaire des plantes
favorisant ’absorption de 1’eau et des minéraux, I’AIA intervient activement dans la
régulation de I'expression des geénes clés putatifs d'absorption et de transport des métaux

lourds pour améliorer leur accumulation par les plantes (Mérigout, 2006).

IV.2. Effet du mercure sur la production des sidérophores

Suite aux résultats positifs indiquant la production des sidérophores par les deux
souches étudiées, un autre test a été réalisé pour étudier I’aptitude de ces Bradyrhizobium a
produire des sidérophores en présence du Hg a des concentrations ascendantes inférieures a la
concentration minimale inhibitrice.

Aprés une incubation pendant 10 jours a 28 °C, des halos de différents diametres
autours des disques ont été constatés. Les diamétres des halos observés variaient en fonction
des concentrations du mercure ce qui signifie que la production des sidérophores est affectée
par les concentrations du mercure.

Remarquablement , I’importance de ce résultat réside dans le fait que les sidérophores
ont la capacité de se lier a une variété de métaux en plus du fer (Ahmed et Holmstrom, 2014)
Dimkpa, 2016). On pense par conséquent, que les microbes producteurs de sidérophores

jouent un role important dans la phytoextraction des métaux lourds (Rajkumar et al., 2010).
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V. Recherches des activités enzymatiques
V.1. Recherche de ’activité réduction des nitrates

Apres 6 jours d’incubation a 28°C, I’ajout de quelques gouttes du réactif de Griess a
révélé une couleur rouge traduisant la réduction des nitrates en nitrites ; ainsi les deux souches

bactériennes produisent une nitrate réductase.

V.2. Recherche de activité uréasique
Un changement de la couleur des milieux vers le rose a été constaté apres 10 jours
d’incubation a 28°C ce qui indique I’hydrolyse de 1’urée par les des deux souches csMO08 et

csG12.

V.3. Recherche de I’activité pectinolytique
Apres 10 jours d’incubation a 28°C, des zones claires autour des spots de la souche
csG12 ont été apparues ce qui indique I’aptitude de cette derniére a produire de la pectinase

tandis que le résultat a été négatif pour la souche csMO8.

V.4. Recherche de I’activité cellulasique (CMCase)
Le résultat du test a été négatif ; aucun changement n’a été constaté sur le milieu. Les

deux souches csM08 et csG12 ne produisent pas de la cellulase.

V.5. Recherche de activité gélatinasique
Des zones claires autours des spots de la souche csG12 ont été apparues apres 10 jours
d’incubation a 28°C ce qui indique la production de la gélatinase, quant a la souche csMO0S8

aucun résultat n’a été observé.

V.6. Recherche de ’activité chitinasique
Aucune zone claire autour des spots n’a été constatée apres 10 jours d’incubation a

28°C ce qui signifie I’inaptitude des deux souches Bradyrhizobium a produire de la chitinase.
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Le Tableau VII est un récapitulatif des tests des activités enzymatiques qui ont été

réalisés au cours de cette étude :

Tableau VII : Récapitulatif des tests de la mise en évidence de quelques Activités
enzymatiques chez les souches csMO08 et csG12.

Activités Enzymatiques

Souches Nitrate Activité Activité Activité Activité Activité

réductase | Uréasique | pectinolytique | cellulasique | gélatinasique | chitinasique

csM08 + + - - - -

csG12 + + + - + -

Compte tenu des six tests réalisés, la souche csM12 possede un potentiel enzymatique
plus important que la souche csGO08.

Les deux souches étudiées ont pu hydrolyser 1'urée. Le méme résultat a été obtenu
chez des Bradyrhizobbium dans les études de Chahboune et al/ (2012) et Guerrouj et al.
(2013).

Concernant nitrate réductase, les deux souches étudiées ont montré une capacité de
réduire le nitrate en nitrite. Ce résultat concorde avec ceux de Bourebaba et al. (2016) ou il a
été noté que 92% des souches étudiées sont capables de réduire le nitrate au stade de nitrite et
seulement 8% des souches ont I’aptitude de réduire les nitrates au-dela du stade nitrite.

La capacité de produire différentes enzymes pour utiliser divers substrats organiques
est une caractéristique biochimique importante chez les bactéries rhizosphériques. Les
enzymes comme l'uréase, la gélatinase jouent un rdle important dans la formation des nodules
et l'activité nitrate réductase rentre dans le métabolisme de fixation de I'azote. Ainsi, les
rhizobia qui produisent ces enzymes sont considérés comme les plus avantageux pour la
nodulation et la fixation de 1'azote (Kumari et al., 2010).

Selon Sherwood et al. (1984), ’aptitude a hydrolyser I'urée et a réduire le nitrate est
une caractéristique écologiquement importante dont il faut tenir compte pour la sélection
d’une souche. Ainsi, les deux souches étudiées ; s’averent trés intéressantes pour étre utilisées
comme inoculum. Cependant, les sols contaminés par les métaux lourds peuvent affecter le
bon fonctionnement et donc une étude en présence de mercure est indispensable avant la

proposition dans une bioremediation.
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Conclusion et perspectives

Des études scientifiques antérieures ont rapporté 1’apport considérable des bactéries
symbiotiques dans la réhabilitation des sols contaminés par les métaux lourds. Ce présent
travail a été réalisé dans I’optique de contribuer a cette dynamique scientifique qui consiste a
substituer les techniques physico-chimiques; traditionnellement utilisées pour la
réhabilitation des sols pollués, par la bioremediation qui est un ensemble de procédés
biologiques.

Au cours de ce travail nous avons étudi¢ deux souches bactériennes symbiotiques
appartenant au genre Bradyrhizobium originaires d’un sol minier contaminé par le mercure.

Sur la base de divers tests effectués, les deux souches étudiées ont montré une
résistance importante au mercure et au plomb. Les concentrations minimales inhibitrices du
mercure qui ont affecté les souches csM08 et csG12 sont de 150 et 100 ug/ml respectivement.
Quant au plomb, les CMI sont de 500 pg/ml pour la souche ¢sMO08 et de 400 ug/ml pour
csG12.

Egalement, 1’évaluation de la croissance des deux souches en présence de
concentrations inférieures aux CMI a démontré 1’effet du mercure sur I’allongement du temps
de latence et de génération et de la diminution de I’optimum de croissance.

En outre, les deux souches bactériennes ont exhibé des caractéristiques PGP
essentielles pour la croissance des plantes et pour la dégradation des polluants. Les deux
Bradyrhizobium ont montré une aptitude a produire I’auxine acide indole acétique et les
sidérophores en absence et en présence du mercure cependant I’augmentation des
concentrations du mercure dans les milieux a provoqué la diminution de la production.

Enfin, plusieurs activités enzymatiques ont été recherchées et les résultats ont
démontré la possession des deux souches d’un potentiel enzymatique important.

Les résultats des tests qu’on a pu réaliser durant cette étude, et en s’appuyant sur les
¢tudes précédentes dans ce domaine, démontrent que ces deux Bradyrhizobium et ceux
¢tudiés en particulier possédent des caractéristiques trés importantes qui pourraient servir
¢ventuellement dans des projets de bioremediation des sols contaminés par les métaux lourds
et plus particuliérement par le mercure.

A terme de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous
forme de perspectives :

» Evaluer le potentiel enzymatique des deux souches étudiées en présence du mercure.
» Tester les potentialités des deux souches en association avec leur partenaire végétal.

» Rechercher les mécanismes de résistance au mercure chez les deux souches étudiées.
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Annexes



Annexe I : Composition des milieux de culture.

Composition du milieu Yeast-mannitol-agar (YMA) (Vincent, 1970)

Mannitol.........oooiiiiii 10g
Extraitde levure............coooiiiiiiiiiiiiii 0,35¢g
K2HPOA. ... 0,5g
MgSO4, TH20. ... 0,2g
NaCL 0,1g
AT o, 15¢

Ajuster le pH a 7 et stériliser a 120°C pendant 20min.

Composition du milieu Yeast-mannitol-broth (YMB) (Vincent, 1970)

Mannitol.........ooooiiiii e, 10g
Extraitde levure.............ooooviiiiiiins i 0,35¢g
K2HPOA ...t e 0,5¢g
MgSO4, TH20. ... e, 0,2¢g
NaClooooii e 0,1 g
H20. 1000ml

Ajuster le pH a 7 et stériliser a 120°C pendant 20min.

Composition du milieu Lysogeny Broth ou Luria Broth (Luria Bertani)

TrYPlONE. .o 10g

Extraitde levure..........coooiiiiiiiiiiii 5¢g
NaCL e 5¢g
H20. . 1000ml

Ajuster le pH a 7 et stériliser a 120°C pendant 20min.

Composition du milieu Pikovskaya’s (PKA)

Extrait de [evure .......oooviiiii i e 0.5g
GIUCOSE. .ttt ettt 10g
MESOA.TH2O ..o 0.1g
(NHA)2S 04 ..o e 0.5g
T 0.2
K 0.2g
MNSOA.2H20 ..o 0.002¢g
FeSO4. TH20 ... e 0.002¢g



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.

Composition du milieu Carder (1986) :

NaZHPO 4. ..o 6g
KH2POA . . 3g
NG 0,5g
NHACL. .o lg
Extrait de [eVUure. ... ...ooouiiii i 3g
O . e S5¢g

N . 1 P I5¢g
H20 cerreeneene. 1000ml

H2S04 98%0..iiiiiiiiiieiiiiececeee e 150ml
FeCL3 0.5 M. 7.5 ml
H2 0. 250 ml

Annexe II :

Me¢éthode de calcule de la solution meére (exemple de mercure) :

MM HgCl2 =271,52 g/mol
MM Zn = 200,59 g/mol

271,52 g/mol — 100 %}
200,59 g/mol —» X X =173,88%

Préparation de la solution initiale :
C =100 mg/ml

1 anSO4—>0,74gHg}
X — 0,1l¢g X=0,135g

Pour 10 ml on mesure 1,35 g Hg



Annexe IIT :
Préparation des milieux de culture YMA a différentes concentrations du Mercure (Hg) pour le test

de la CMI.

[Hglpg/ml 5 10 25 50 100 150 200 300
SM (ml) 0,05 0,1 0,15 0,25 0,5 0,75 1 1,5
YMA(ml) 99,95 99,9 99,85 99,75 99,5 99,25 99 98,5

SM (ml) : Volume de la solution mére du métal.

Préparation des milieux de culture YMA a des concentrations différentes en sels du plomb (Pb)

pour le test de la CML.
[Pb2+]|pg/ml 25 50 100 200 300 400 500 600
SM (ml) 0,083 0,166 0,333 0,666 0,999 1,333 1,666 1,999
YMA(ml) 99,917 99,844 99,667 99,334 99 98,667 98,34 98
SM (ml) : Volume de la solution mére du métal.
Annexe IV :

Préparation des milieux de culture YMB a des concentrations différentes en sels du Chlorure du
Mercure (HgCl12) pour le test de croissance.

[He2+] 5 10 25 50 100
SM (ml) 0,005 0,01 0,015 0,025 0,05
YMB(ml) 9,995 9,99 99,85 99,975 99,95

SM (ml) : Volume de la solution mére du métal.



Annexe V :

EE <

v=10,0099x + 0,0118
R!*=0.9971

Denwitd optigque 5 S30 nom

0 20 40 &l L 100 120

ATA (ng/ml)

Courbe d’¢étalonnage d’Acide Indole Acétique.

Annexe VI :

Préparation des milieux de culture LB a des concentrations différentes en sels du Chlorure du
Mercure (HgCl12) pour le test de I’AIA.

[He] 5 10 25 50 100 150
SM(ml) 0,005 0,01 0,015 0,025 0,05 0,075
LB(ml) 9,995 9,99 9,985 9,975 9,95 9,925

SM (ml) : Volume de la solution mére du métal.



Annexe VII :

Suivi de la croissance des deux souches csG12 et csM08 pendant 10 jours sous le stress de
différentes concentrations du mercure (Hg) inférieures aux CMI.

Souche M| Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
0 | 0,042 0,123 | 0,221 | 0,348 | 0,415 | 0,461 | 0,498 | 0,476 | 0,462 | 0,445 | 0,439

5 [0,028 0,085 | 0,178 | 0,281 | 0,351 | 0,372 | 0,427 | 0,409 | 0,398 | 0,377 | 0,358

10 | 0,025 | 0,062 | 0,137 | 0,198 | 0,241 | 0,311 | 0,359 | 0,358 | 0,348 | 0,324 | 0,302

csG12 25 0,025 0,051 | 0,111 | 0,176 | 0,219 | 0,284 | 0,303 | 0,298 | 0,291 | 0,278 | 0,269

50 | 0,022 | 0,046 | 0,065 | 0,101 | 0,141 | 0,159 | 0,225 | 0,222 | 0,211 | 0,197 | 0,181

100 | 0,019 | 0,031 | 0,054 | 0,069 | 0,091 | 0,117 | 0,111 | 0,103 | 0,1 0,093 | 0,079

0 [0,038]0,123|0,197| 029 | 0,351 | 044 | 0,501 | 0,486 | 0,481 | 0,467 | 0,458

5 [0,032008 | 0,18 | 0,271 | 0,298 | 0,381 | 0,458 | 0,433 | 0,415 | 0,389 | 0,38

10 | 0,028 | 0,065 | 0,142 | 0,181 | 0,245 | 0,321 | 0,382 | 0,36 | 0,351 | 0,332 | 0,32

esMO8 | 25 | 0,027 | 0,059 | 0,1 | 0,141 | 0,192 | 0,279 | 0,341 | 0,329 | 0,317 | 0,299 | 0,291

50 | 0,022 | 0,06 | 0,095 | 0,111 | 0,159 | 0,211 | 0,297 | 0,266 | 0,252 | 0,245 | 0,231

100 | 0,02 | 0,053 | 0,079 | 0,104 | 0,126 | 0,157 | 0,186 | 0,18 | 0,161 | 0,158 | 0,143

150 | 0,019 | 0,047 | 0,062 | 0,089 | 0,107 | 0,124 | 0,146 | 0,13 | 0,128 | 0,112 | 0,103

Annexe VIII :

Densité optique (DO) des différents milieux contenant des concentrations mercuriques distinctes.

Souches Concentrations du (Hg) (ng/ml)
bactériennes T 5 10 25 50 100 150

A (csM08) | 0,174 | 0,159 | 0,141 | 0,127 | 0,109 | 0,083 | 0,058

A (csG12) 0,149 | 0,126 | 0,116 | 0,102 | 0,091 | 0,045

Annexe IX :

Les concentrations d’Acide Indole Acétique produites par les deux souches en présence de
concentrations distinctes du mercure Hg.

Souches Concentrations du Mercure (Hg) (ng/ml)
Bactériennes T 5 10 25 50 100 150
[AIA](csMO8) | 16,38 | 14,87 | 13,05 | 11,64 | 9,82 7,19 4,66

[AIA](esG12) | 13,85 | 11,54 | 10,53 9,11 8 3,35




Résumé :

Ce travail a été réalisé dans I’objectif de contribuer a I’é¢tude de deux souches bactériennes
du genre Bradyrhizobium ; isolées a partir des nodules racinaires de Calicotome spinosa originaire
des mines de mercure situées a Azzaba (Skikda) au Nord-Est de 1’Algérie, dans 1’optique de les
utiliser dans un projet de Bioremediation.

Le test de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) réalisé sur
milieu YMA a mis en évidence une forte résistante des deux souches au mercure et au plomb.

L’¢évaluation de la croissance de ces bactéries sur milieu YMB en présence des
concentrations ascendantes du mercure a confirmé les résultats trouvés auparavant. Les duex
Bradyrhizobium ont pu maintenir leur croissance en présence des concentrations du mercure
inférieures a la CMI.

Les deux souches ont démontré leur aptitude a produire de 1’acide indole acétique (AIA) et
a secréter des sidérophores en présence et en absence du mercure. Elles ont également un bagage

enzymatique trés important.

Mots clés : métaux lourds, bioremediation, résistance, Bradyrhizobium, activité enzymatique.

Abstract:

This work was carried out with the objective of contributing to the study of two bacterial
strains of the genus Bradyrhizobium; isolated from the root nodules of Calicotome spinosa native
to the mercury mines located in Azzaba (Skikda) in the North-East of Algeria, with a view to their
possible use in a Bioremediation project.

The minimum inhibitory concentration (MIC) test performed on YMA medium showed a
strong resistance of both strains to mercury and lead.

The evaluation of the growth of the two bacteria on YMB medium in the presence of
ascending concentrations of mercury confirmed the results found previously. Both
Bradyrhizobium were able to maintain their growth in the presence of mercury concentrations
below the MIC.

Both strains demonstrated the ability to produce indole acetic acid (IAA) and secrete
siderophores in the presence and absence of mercury. They also have a very important enzymatic

background.

Keywords: heavy metals, bioremediation, resistance, Bradyrhizobium, enzymatic activity.



