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Abstract

Soil contamination by heavy metals poses a major environmental risk with extensive
implications for human health and biodiversity. In this context, exploring biological methods
for chelating heavy metals has emerged as a promising and environmentally sustainable
approach. Specifically, certain metallophores, notably pyoverdine, demonstrate efficient metal
uptake properties, offering a viable solution. This study involved screening forty-five isolates
of Pseudomonas for their potential to extract these metals from contaminated soils.
Additionally, we monitored the synthesis of various metabolites including siderophores, indole-
3-acetic acid (AlA), ammonia, hydrogen cyanide (HCN), and phosphate solubilization. The
purified siderophore fraction was characterized using Fourier-transform infrared spectroscopy
(FT-IR). Results indicated a notably higher level of siderophore production in P. lactis, P.
atacamensis, and Pseudomonas sp. PS11. Particularly, pyoverdine from P. lactis demonstrated
higher binding affinity for bromine, tin, rhodium, and lead. Our findings suggest that
pyoverdine extracted from P. atacamensis exhibited improved copper ion removal capacity
(49.63%), surpassing that of P. lactis (47.65%) and control agents (EDTA and citric acid,
ranging from 43.11% to 27.58%).

Furthermore, strains were examined for their in vivo PGP potential on a culture of bread wheat
(Triticum aestivum L.), SERI 82-Bread wheat variety, under metal stress induced by copper
sulfate at two different concentrations. We studied their impact on seed germination and
seedling growth, considering physiological, biochemical, and morphological parameters.
Results demonstrated that PGPR significantly enhanced indicators such as chlorophyll
production and proline content compared to the uninoculated control group. These findings
offer promising prospects for the development of environmentally friendly bioremediation
strategies, thereby contributing to preserving the health of terrestrial ecosystems and ensuring
long-term food security.

Keywords : Bioremediation, heavy metals, PGPR, siderophores, contaminated soils



Résumé

La contamination des sols par des métaux lourds représente un risque environnemental majeur,
avec des implications étendues pour la santé humaine et la biodiversité. Dans ce contexte,
I'exploration de méthodes biologiques pour chélater les métaux lourds a émergé comme une
approche prometteuse et durable sur le plan environnemental. Notamment, certains
métallophores, en particulier la pyoverdine, démontrent des propriétés de captation efficaces,
offrant une solution viable. Cette étude a impliquée le dépistage de quarante-cing isolats de
Pseudomonas pour leur potentiel a extraire ces métaux des sols contaminés. De plus, nous avons
suivi la synthése de divers métabolites, notamment les sidérophores, I'acide indole-3-acétique
(AlA), I'ammoniac, le cyanure d'hydrogéne (HCN) et la solubilisation du phosphate. Les
fractions de sidérophores purifiées ont été caractérisées a l'aide de la spectroscopie infrarouge
a transformée de Fourier (FT-IR). Les résultats ont indiqué un niveau notablement plus élevé
de production de sidérophores chez P. lactis, P. atacamensis et Pseudomonas sp. PS11. En
particulier, la pyoverdine de P. lactis a démontré une affinité de liaison plus élevée pour le
brome, I'étain, le rhodium et le plomb. Nos conclusions indiquent que la pyoverdine extraite de
P. atacamensis a présenté une capacité améliorée de retrait des ions cuivre (49,63 %),
surpassant celle de P. lactis (47,65 %) et des agents témoins (EDTA et acide citrique, allant de
43,11 % a 27,58 %).

De plus, les souches ont été examinées pour leur potentiel PGP in vivo sur une culture de blé
tendre (Triticum aestivum L.), variété SERI 82-Bread wheat, confrontée a un stress métallique
induit par le sulfate de cuivre a deux concentrations différentes. Nous avons étudié leur impact
sur la germination des grains et la croissance des plantules, en tenant compte des parametres
physiologiques, biochimiques et morphologiques. Les résultats ont démontré que les PGPR ont
significativement amélioré des indicateurs tels que la production de chlorophylle et la teneur en
proline par rapport au groupe témoin non inoculé. Ces résultats ouvrent des perspectives
prometteuses pour le développement de stratégies de bioremédiation respectueuses de
I'environnement, contribuant ainsi a préserver la santé des écosystémes terrestres et a assurer la

sécurité alimentaire a long terme.

Mots clés : Bioremédiation, métaux lourds, PGPR, sidérophores, sols contaminés
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Introduction

Introduction :

En raison de I'expansion économique énorme et de la croissance rapide dans divers secteurs,
notamment l'agriculture et l'industrie, I'environnement est confronté a une augmentation
significative de la pollution (Alengebawy et al., 2021). Parmi les multiples préoccupations
environnementales actuelles, la pollution par les métaux lourds est particulierement sérieuse.
Cette forme de pollution présente des risques sérieux pour la qualité et la fertilité des sols, ainsi
que pour la santeé et le bien-étre des étres vivants, y compris les animaux et les humains, via la
chaine alimentaire (Teng et al., 2022). Une fois que ces métaux pénetrent dans les écosystemes,
ils ont tendance a persister pendant des périodes prolongées (Mathew et al., 2023; Luo, 2024),
leur biodégradabilité étant limitée et leur potentiel de contamination des sources d'eau et de
nourriture étant significatif, ce qui entraine des conséquences durables sur la sécurité
alimentaire (Adnan et al., 2022). Outre ces impacts, les niveaux élevés de résidus, leur toxicité
élevée et la complexité de leur élimination rapide constituent des défis majeurs pour la

production agricole et la sécurité alimentaire (Luo, 2024).

Dans les vignobles, l'usage de composés de cuivre (Cu) pour combattre les maladies
fongiques remonte a plus d'un siecle (Marini et al., 2024). Bien que les pesticides a base de
cuivre soient efficaces contre ces maladies, leur utilisation généralisée a été identifiée comme
une source majeure de contamination des sols par le cuivre (Marini et al., 2024; Schoffer et
al., 2024). La surutilisation de ces produits agrochimiques suscite des préoccupations urgentes,
menacant les écosystemes. La pollution des sols, résultant de I'accumulation d'engrais
chimiques, de pesticides et de métaux lourds, découle directement de l'industrialisation rapide,
de l'intensification agricole et de la transformation des écosystemes naturels pour répondre aux

besoins humains croissants (Alkhanjaf et al., 2024).

Il existe de nombreuses méthodes conventionnelles pour la remédiation physique et
chimique (Tyagi et Kumar, 2021; Rajendran et al., 2022), notamment I'excavation, le lavage
des sols, la remediation électrocinétique, la stabilisation (Xu et al 2021), ainsi que la
précipitation chimique, la chélation, et I'osmose inverse (Inobeme et al., 2023). Bien que ces
méthodes soient souvent efficaces pour éliminer ou réduire les contaminants, elles présentent
également des inconvénients notables (Peng et al., 2021), tels que leur codt elevé et leurs effets
néfastes a long terme (Liu et al., 2020), incluant une forte consommation d'énergie, la
dégradation des sols, et la possibilité de pollution secondaire (Inobeme et al., 2023). En

revanche, la technologie de bioremédiation émerge comme une solution efficace pour éliminer
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les contaminants environnementaux tout en étant économique, pratique et respectueuse de
I’environnement (Kour et al., 2021). Elle mobilise une diversité d'organismes biologiques tels
que les bactéries, les algues, les champignons, les lichens ainsi que les plantes (Inobeme et al.,
2023). Au cours des dernieres années les rhizobactéries prometteuse de la croissance des plantes
(PGPR) ont attiré une attention considérable en raison de leur réle dans la bioremédiation. Les
statistiques montrent une augmentation exponentielle du nombre annuel de publications de
1995 a 2023. Cette croissance rapide est attribuée a la préoccupation mondiale croissante
concernant la pollution par les métaux lourds, ainsi qu'a l'utilisation de ces bactéries comme
solution prometteuse (Qin et al., 2024). Les PGPR fournissent une large gamme de matériaux
de recherche pour la technologie de remédiation microbienne, car ils démontrent une capacité
a tolérer les métaux lourds, & dégrader ou a remédier aux contaminants du sol en les
convertissant en formes moins toxiques (Gupta et al., 2023). Il devient essentiel de comprendre
la nature et I'impact de l'interaction entre les parametres physico-chimiques du sol et la
disponibilité ainsi que la toxicité des métaux lourds, dans les sols contaminés. De méme, il est
crucial d'évaluer I'efficacité des populations de PGPR résistantes aux métaux lourds dans la
bioremédiation des sols contaminés par ces métaux, en comparaison avec d'autres méthodes de
remeédiation. En outre, il est nécessaire d'examiner l'efficacité des siderophores en tant
qu'alternative biologique des chélateurs chimiques et organiques pour le lavage des sols pollués
par le cuivre, et d'analyser comment utilisation des PGPR affecte la croissance des plantes sous
stress métallique. Ces questions de recherche sont cruciales pour développer des stratégies de
bioremédiation efficaces et respectueuses de I'environnement face aux défis croissants liés a la

pollution par les métaux lourds.

La présente étude vise a examiner les interactions au sein de I'écosysteme sol-bactérie-
plante dans le contexte de la contamination par les métaux lourds, en mettant particuliérement
I'accent sur la presence et dessimination du cuivre dans les sols pollués. Nous nous proposons
d'évaluer I'efficacité des populations de PGPR résistantes aux métaux lourds dans la
bioremédiation de ces sols contaminés, en les comparants a d'autres méthodes de dépollution.
De plus, nous souhaitons étudier I'efficacité des siderophores en tant qu'alternative biologique
pour le lavage des sols pollués par le cuivre, tout en analysant 1I’impact PGP sur la croissance

des plantes en conditions de stress métallique.
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Via I’intégration de ces différentes perspectives, nous espérons contribuer a I'élaboration de
stratégies novatrices et respectueuses de l'environnement pour la gestion durable des sols

contaminés par les métaux lourds, tout en favorisant la santé des écosystemes terrestres.

Pour comprendre pleinement les enjeux et les solutions potentielles liés aux métaux lourds,
il est essentiel d'analyser la littérature existante sur ce sujet. La partie bibliographique se divise
en trois parties. Le premier chapitre est consacré a une analyse détaillée des metaux lourds dans
I'écosysteme, avec un accent particulier sur le cuivre. Ce chapitre examine a la fois les roles
biologiques essentiels du cuivre et les mécanismes par lesquels il devient toxique pour les
organismes vivants. Il explore les sources de contamination par le cuivre, les effets de cette
contamination sur I'environnement et la santé, ainsi que les limitations des méthodes physico-
chimiques traditionnelles de la remédiation. En établissant ce cadre théorique, ce chapitre
fournit une base essentielle pour comprendre les défis associés a la présence de métaux lourds
dans I'environnement et prépare le terrain pour les discussions ultérieures sur les stratégies de

bioremédiation.

Le deuxieme chapitre se penche sur la bioremédiation en tant qu'approche biologique pour
I'élimination des métaux lourds. Il commence par définir et expliquer les principes de la
bioremédiation, en mettant en lumiere ses avantages par rapport aux methodes physico-
chimiques traditionnelles. Les mécanismes de bioremédiation, incluant la phytoremédiation et
la bioremédiation microbienne, sont explorés en détail, suivis d'exemples pratiques de succes
dans ce domaine. Ce chapitre aborde également les défis et les limitations auxquels la
bioremédiation est confrontée, offrant une vision équilibrée des possibilités et des obstacles.

Le troisieme chapitre explore les Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) et les
siderophores produits par Pseudomonas comme outils de bioremédiation. Aprés une
introduction aux PGPR et a I'importance des siderophores, ce chapitre détaille les mécanismes
par lesquels les PGPR favorisent la croissance des plantes et interagissent avec les métaux
lourds, mettant en évidence le potentiel de ces microorganismes dans la détoxification des sols

contaminés.

La partie pratique de cette recherche s'articule autour de trois volets : la caractérisation
physicochimique du sol, I'isolement et I'évaluation des bactéries résistantes au cuivre pour leur

potentiel de promotion de croissance in vitro, et I'application de leurs métabolites secondaires
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pour le lavage des sols contaminés. Enfin, I'étude évalue le pouvoir des PGPR in vivo sur la

culture de Triticum aestivum L. sous conditions de stress métallique.
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1.1 Définition des métaux lourds

L'étude de Duffus (2002) offre une série de critéres pour caractériser les métaux lourds,
bien que le terme ne soit pas précisément défini. Ces critéres comprennent la densité spécifique,
définissant les métaux lourds par une plage de 3,5 a 7 g cm™3. De plus, la masse atomique
relative, avec les métaux ayant une masse atomique supérieure a celle du sodium, variant entre
63,54 [cuivre (Cu)] et 200,59 [mercure (Hg)] selon Gaj et al. (2007). Le numéro atomique,
situé entre 21 (scandium) et 92 (uranium), constitue un critéere distinct, tandis que les propriétés
chimiques, influencant fortement la densité, varient de 14,5 g/cm™ pour des mélanges comme
76 % W, 20 % Cu, 4 % Ni, a 16,6 g/cm™ pour des compositions comme 90 % W, 7 % Ni, 3 %
Cu (Duffus 2002).

En outre, une définition basée sur la toxicité est établie, ces métaux étant hautement
toxiques méme a des concentrations trés faibles, avec une tendance a s'accumuler dans la chaine
alimentaire et les tissus mous et durs. La caractéristique clé réside dans leur propension a exister
sous forme chargée positivement, leur permettant de se lier a des atomes chargés négativement,
comme discuté par Badr et El-Habit (2018). Enfin, des définitions non chimiques datant
d'avant 1936, telles que celles faisant référence a des armes a feu ou a des balles de grande taille
a haute capacité, sont également citées par Duffus (2002).

1.2. Sources de contamination

Les métaux lourds deviennent essentiellement des contaminants de I'environnement du
sol en raison de leur génération excessive par des activités naturelles et anthropiques. Parmi les
exemples de sources naturelles, on trouve les activités géothermiques, les cometes, la poussiére

transportée par le vent et les activités volcaniques (Nagajyoti et al., 2010; Singh et al., 2018).

D'autre part, la contamination d'origine anthropique est principalement due aux processus
d'industrialisation rapide combinés a l'utilisation intensive de substances chimiques telles que
les hydrocarbures, les pesticides, les fongicides et les hydrocarbures chlorés (Masindi et
Muedi, 2018).

Les métaux lourds sont des polluants environnementaux omniprésents et persistants
introduits dans I'environnement par des activites humaines, telles que I'exploitation miniere et
la fusion, ainsi que par d'autres sources de déchets industriels (Teitzel et Parsek, 2003; Priya
et al., 2023).
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En plus de ces sources, des métaux lourds ont été détectés dans des jouets et des produits
pour bébés. L'exposition des enfants aux métaux lourds dans les jouets en plastique contaminés
reste une préoccupation majeure pour la santé, dans certains cas provoquant un
empoisonnement aigu chez les jeunes enfants (Al-Qutob et al., 2014; Cui et al., 2015; Ismail
etal., 2017).

Barkay et Schaefer (2001) ont mentionné que les métaux lourds sont les principaux
contaminants inorganiques, qui comprennent le cadmium, le chrome, le cuivre, le plomb, le
mercure, le nickel et le zinc, etc. La bioremédiation des métaux lourds peut étre réalisée par
immobilisation, concentration et partitionnement vers un compartiment environnemental,

minimisant ainsi les dangers anticipés (Lioyd, 2003).
1.3. Les métaux lourds dans les sols agricols

Les métaux lourds dans les sols agricoles existent sous différentes formes dissoutes
(cationiques libres et espéces complexes de charges positives, neutres ou négatives),
particulieres (adsorbées, structurales et coprécipitées) et colloidales (particules de taille micro
et nanométrique). Le devenir des différentes espéces de métaux lourds est controlé par les
variables principales : le pH (solubilité), la force ionique (activité et écrantage de charge) et le
carbone organique dissous (complexation). Dans la rhizosphére, la spéciation chimique
contréle la toxicocinétique (absorption et transport des métaux par les plantes) tandis que la
toxicodynamique (interaction entre la plante et les especes absorbées) détermine le résultat de
la toxicité (Uchimiya et al., 2020).

1.4.Facteurs influant sur la mobilité des métaux lourds dans le sol

1.4.1.Potentiel d'hydrogene (pH)

Le pH joue un réle essentiel dans de nombreuses réactions du sol, contrdlant les échanges
ioniques, les réactions de réduction/oxydation, I'adsorption et les réactions de complexation
(Singh et Kalamdhad, 2013). Il est un parameétre qui peut étre utilisé pour estimer la mobilité
des éléments chimiques dans le sol. Par conséquent, l'unité de pH peut étre utilisée pour mesurer
la disponibilité des métaux lourds liés au niveau de toxicité et a la pollution du sol (Sintorini
etal., 2021).

Le pH est le facteur le plus influent sur I'élimination du cuivre (Aityoubet al., 2020). A
un pH éleve, les formes prédominantes sont des hydroxydes peu solubles et a un pH bas, des

ions métalliques libres qui sont hautement solubles et prédominants. Il existe deux types de

4
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complexes dans les réactions de complexation des métaux avec les particules du sol : les
complexes solubles et les complexes insolubles. A un pH de 9, la solubilité du cuivre augmente
en raison de la formation de complexes solubles (Singh et Kalamdhad, 2013).

1.4.2. Le potentiel redox (Eh)

Le potentiel redox (Eh) mesure l'activité des électrons libres en solution dans le sol,
régulant ainsi de nombreuses réactions d'oxydation et de réduction (Petruzzell et al.,
2020).Ceci a un impact direct sur la toxicité et la mobilité des metaux lourds (ML) (Mao et Ye,
2018). Les sols présentant des niveaux élevés de Eh sont généralement secs et bien aérés, tandis
que ceux qui sont submergés ou riches en matiéres organiques ont tendance a avoir des valeurs
de Eh plus faibles. Les sols riches en matieres organiques favorisent la solubilisation des oxi-
hydroxydes de fer, ce qui peut augmenter la biodisponibilité de certains contaminants tels que

les anions d'arsenic (Petruzzell et al., 2020).

De plus, les variations de I'Eh peuvent induire des réactions complexes, telles que la
dénitrification et la réduction des oxydes de fer et de manganese, influencant ainsi la solubilité
des ML. Dans des milieux anoxiques, les ML peuvent se trouver sous des formes plus solubles,
tandis que dans des conditions oxydées, ils ont tendance a se précipiter sous forme de sulfures

métalliques moins toxiques (Mao et Ye, 2018).
1.4.3. La capacité d'échange de cations CEC

La capacité d'échange de cations (CEC) exprime la densité de charge sur les surfaces des
colloides du sol, déterminée par les substances organiques ainsi que la quantité et le type
d'argiles (Petruzzell et al., 2020). Ces colloides posseédent une surface relativement grande,
leur permettant de retenir de grandes quantités de cations. Des études ont montré que la CEC
était corrélée a la répartition des métaux lourds dans les sols et a la biodisponibilité du plomb
pour les vers de terre. Plus la CEC est éleveée, plus la capacité du sol a retenir et a échanger des
cations est grande, ce qui peut influencer la toxicité des métaux lourds dans le sol
(Wijayawardena et al., 2016). La capacité d'échange de cations (CEC) est I'un des facteurs
importants influencant lI'absorption et I'accumulation des métaux lourds (Ikhajiagbe et al.,
2019).
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1.4.4. La matiere organique du sol (MOS)

La matiére organique du sol (MOS) comprend les constituants organiques présents dans
le sol, se distinguant en substances humiques et non humiques. Les substances humiques (SH),
telles que les acides fulviques (AF) et les acides humiques (AH), se forment naturellement
pendant la décomposition des résidus organiques. Elles jouent un rdle crucial dans la rétention
des métaux lourds, régulant la disponibilité du vanadium (V) en modulant sa mobilité. Les SH
peuvent complexer le V, réduisant ainsi sa biodisponibilité, tandis que les AF ont été identifiés

comme limitant la toxicité du V en agissant comme adsorbant (Wnuk, 2023).

1.4.5. Texture du sol

La texture du sol influence le niveau d'humidité et la conductivité électrique (EC). Les
différentes tailles de particules de sol peuvent créer différents espaces pour que le sol retienne
les particules d'eau. Le sable, le limon et I'argile sont des exemples de différents types de sols.
Le sable ne retient pas trés bien I'hnumidité en raison de son faible degré de contact de surface
et a une valeur de conductivité électrique (EC) plus basse, tandis que le limon est une boue
humide et a une valeur moyenne de conductivité électrique (EC). En revanche, le sol riche en
argile a une valeur de conductivité électrique (EC) plus élevée en raison de sa texture qui peut
retenir une grande quantité d'eau et peut entrainer un niveau d'humidité élevé (Othmane et al.,
2020).

Cette observation souligne I'importance de la texture du sol dans la répartition des
éléments chimiques, notamment le vanadium (V), dont la concentration augmente
proportionnellement a la teneur en argile. Les sols riches en argile présentent ainsi une plus
grande capacité d'échange cationique (CEC), favorisant une rétention accrue de V. Cette
caractéristique se traduit par une mobilité et une biodisponibilité supérieures du V dans ces sols
(Wnuk, 2023).Par conséquent, I'impact de la texture du sol sur la distribution des contaminants

entre les phases est un facteur déterminant de leur biodisponibilité (Petruzzell et al., 2020).
1.4.6. Le temps

Le temps régit les interactions entre la phase solide du sol et les contaminants. Avec le
temps, un contaminant subit des transformations qui le conduisent a étre plus fortement retenu
par la phase solide et donc moins disponible pour les processus environnementaux. Cet aspect

est particulierement important pour les composés organiques, mais concerne également les
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composés inorganiques, qui diminuent dans le sol au fil du temps, sous des formes
biodisponibles (Petruzzell et al., 2020).

1.5. Le cuivre

Le cuivre est un élément chimique de symbole Cu. Il appartient & la famille des métaux
de transition ou un élément de bloc D. Il est un membre du groupe 1B dans le tableau périodique
avec ’argent (Ag) et I’or (Au). Sa configuration électronique est 3d'°%4s (Mustafa et AlSharif,
2018) avec numéro atomique 29, poids atomique 63,5 et densité 8,96 g cm 3, point d’ébullition
2595 °C et point de fusion 1083 °C (Rehman et al., 2019).

Le cuivre est un métal essentiel, offrant une excellente malléabilité, ductilité, ainsi qu'une
conductivité électrique et thermique élevée. Il est largement utilisé dans le domaine de la
construction électrique. Le cuivre est également reconnu comme un excellent matériau
métallique écologique en raison de sa couleur noble et élégante, de ses propriétés décoratives
de qualité, et de son excellente recyclabilité (Cao et al., 2022). Il est largement utilisé dans
divers domaines tels que le cablage, les machines industrielles, la galvanoplastie plastique, les
circuits imprimés, le moulage sous pression de zinc, les pare-chocs automobiles et les rouleaux

d'héliogravure (Barros et al., 2022).

Le cuivre est le troisieme métal le plus utilisé au monde (Wuana et Okieimen, 2011), les
plus grandes réserves de cuivre se trouvent au Chili. Des réserves importantes sont également
présentes aux Etats-Unis, au Pérou, en Zambie, en République démocratique du Congo
(Ellingsenet al., 2007; Mgller et Aaseth, 2021), en Australie, au Mexique et en Chine.(Barros
et al., 2022). Parmi les minerais de cuivre exploitables dans le monde, environ 90 % sont des
minerais sulfurés, 9 % sont des minerais oxydés et moins de 1 % sont des minerais de cuivre
métallique (Malleret Aaseth, 2021).

1.5.1. Le cuivre et la santé animale

Le cuivre est un oligoélément essentiel de I'organisme animal, impliqué dans le
métabolisme des protéines animales (Wang et al., 2013 ; Parveen, 2023;Amundson et al.,
2024). Des rapports indiquent également que la carence ou la surconsommation de cuivre peut
affecter divers aspects de la réponse immunitaire chez les animaux. Par exemple, des essais
expérimentaux sur des animaux ont montré une diminution du nombre de neutrophiles et de

leur activité phagocytaire en cas de carence ou d'exces de cuivre. De plus, la prolifération des
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lymphocytes et la production d'anticorps spécifiques de l'antigéne peuvent étre réduites en

présence d'un déséquilibre de cuivre (Hefnawy et El-Khaiat, 2015).

Le caractere essentiel du Cu pour les mammiferes a été fermement établi par Hart et al.
qui ont rapporté que le Cu était nécessaire a 1'érythropoiése. Ce sont les composants d’une
variété d’enzymes dans le corps et il est important pour les animaux de maintenir une fonction
physiologique normale. Lors du test d'infection a Salmonella typhimurium, nous avons constaté
que la mortalité des rats carences en cuivre est élevée et que le temps de survie est court (Wang
etal., 2013).

Certaines observations suggerent des bénefices potentiels de la supplémentation en
cuivre. Des études sur des veaux traités au cuivre ont montré une augmentation de Il'activité
neutrophile, tandis qu'une vache Holstein en lactation supplémentée en cuivre a présenté une
augmentation significative de l'activité de la superoxydedismutase sérique, bien que la fonction

leucocytaire ne soit pas affectée par cette supplémentation (Hefnawy et El-Khaiat, 2015).

1.5.2. Le cuivre et la santé végétale

Le cuivre représente un micronutriment essentiel indispensable au développement et a la
croissance des plantes (Yruela, 2009; Rahman et al., 2020; Pradeep et Aishwarya, 2023).
Pour un développement normal, les plantes nécessitent des quantités modérées de cuivre,
généralement entre 5 et 20 mg kg, tandis que des concentrations inférieures a 4 mg kg* sont
considérées comme une carence, et celles dépassant les 20 mg kg™ peuvent entrainer une
toxicité (Pivi¢ et al., 2017).

Le cuivre agit en tant que cofacteur pour plusieurs protéines métalliques et joue un réle
clé dans divers processus physiologiques et biochimiques. Dans plusieurs protéines
régulatrices, le cuivre joue un réle structurant essentiel, participant activement a des réactions
cruciales telles que le métabolisme de la paroi cellulaire, le métabolisme des protéines, le
transport photosynthétique des électrons, la signalisation hormonale, les réponses au stress
oxydatif, la respiration mitochondriale et la détection de I'éthyléne (Rahman et al., 2020;

Pradeep et Aishwarya, 2023).

Au moins 30 enzymes contenant du cuivre sont répertoriées, comprenant des oxydases
telles que la cytochrome oxydase, la diamine oxydase, la phénol oxydase, la DOPA oxydase,

la tyrosinase, la phénolase, la polyphénol oxydase, la laccase et la plastocyanine. Notamment,
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la plastocyanine, identifiée comme la protéine de cuivre la plus abondante, joue un role crucial
dans le transport d'électrons entre le complexe du cytochrome b6f et le photosysteme | dans la
lumiére thylakoide des chloroplastes (Rai et al., 2021).

Les cultures céréalieres manifestent des pointes blanches en tant que symptomes
caractéristiques de carence en cuivre, un micronutriment dont le manque a été identifié comme
le principal facteur limitant pour le rendement des cultures, la qualité alimentaire et la santé
humaine (Rahman et al., 2020).

Au-dela de son role biologique, le cuivre contribue également a intensifier la saveur, la
couleur des fleurs et des légumes, ainsi que la teneur en sucre et la durée de conservation des
fruits. Les signes typiques d'une carence en cuivre comprennent le dépérissement des tiges et
des rameaux, le jaunissement des feuilles, un retard de croissance et des feuilles vert péle qui

se fanent facilement (Rai et al., 2021).
1.5.3. Le cuivre et la santé humaine

Le cuivre est un oligo-élément essentiel, a la fois chez I'nomme et chez I'animal, comme
indiqué par Bost et al. (2016), présent dans pratiquement toutes les cellules de I'organisme

humain (Angelova et al., 2011).

Le corps humain renferme environ 100 mg de cuivre (Bostet al., 2016), les concentrations
les plus élevées se situant dans le cerveau et le foie, tandis que le systéme nerveux central et le
ceeur affichent également des concentrations significatives de ce minéral. Environ 50 % du
cuivre est stocké dans les os et les muscles, avec environ 25 % dans les muscles squelettiques,
15 % dans la peau, 15 % dans la moelle osseuse, 8 & 15 % dans le foie et 8 % dans le cerveau
(Angelovaet al., 2011).

En tant que cofacteur de nombreuses enzymes redox, la céruloplasmine émerge comme
I'enzyme ferroxydase Cu-dépendante la plus abondante, présentant une activité d'oxydation Cu-
dépendante. Outre son réle dans le métabolisme du fer, le cuivre est également indispensable
en raison de son implication dans divers processus biologiques tels que la défense antioxydante,
la synthese des neuropeptides et la fonction immunitaire, comme souligné par Bost et al.
(2016).

1.6. Toxicité des métaux lourds

La pollution environnementale causée par les métaux lourds et leurs effets sur la santé

sont parmi les principales causes de problemes de santé dans le monde entier (Nyiramigisha et
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al., 2021).La grande majorité des métaux lourds induisent une pollution environnementale et
atmosphérique, présentant un risque mortel pour les étres humains. Ces métaux peuvent
acquérir une toxicité significative en s'associant a divers composants de I'environnement, tels
que I'eau, le sol et I'air. Tout au long de la chaine alimentaire, les humains et d'autres organismes
vivants peuvent étre exposes a ces métaux lourds potentiellement dangereux. (Mitra et al.,
2022). lls deviennent principalement des contaminants du sol en raison de leur génération
excessive par des activités a la fois naturelles et anthropiques. Des exemples de sources
naturelles comprennent les activités géothermiques, les cométes, la poussiere transportée par le

vent et les activités volcaniques (Nagajyotiet al., 2010 ; Singh et al., 2018).

D'autre part, la contamination d'origine humaine est principalement attribuable aux
processus d'industrialisation rapide, associés a l'utilisation intensive de substances chimiques
telles que les hydrocarbures, les pesticides, les fongicides et les hydrocarbures chlorés (Masindi
et Muedi, 2018). De plus, I'extraction miniére et la métallurgie contribuent également a cette

contamination, tout comme d'autres sources de déchets industriels (Teitzel et Parsek, 2003).

Le Programme des Nations Unies pour I'environnement (PNUE/GPA) et le Plan d'action
mondial (GPA) reconnaissent les déchets électroniques (e-déchets), comprenant des dispositifs
tels que les téléphones mobiles, les tablettes, les ordinateurs et les montres intelligentes, comme
une menace majeure pour I'environnement et le bien-étre humain. Cela est principalement dd a
la présence de métaux lourds tels que le Hg, le Cd et le Pb dans les appareils électroniques,
pouvant poser des risques sérieux tant pour l'environnement que pour la santé humaine s'ils ne

sont pas correctement éliminés (Das et al., 2023).
1.6.1. La toxicité chez la plante
1.6.1.1. Sur la germination

De nombreuses études ont démontré I'importance de I'essai de germination pour évaluer
les effets de la toxicité du Cu sur diverses especes végétales (Adrees et al., 2015 ; Amin et al.,
2021). Par exemple, chez le blé (Triticum aestivum L.), une réduction significative du
pourcentage de germination a été observée, atteignant 46 % a des niveaux de 500 ppm de Cu
apres 24 heures d'incubation par rapport au témoin. De méme, a des concentrations de Cu de
100 ppm, la germination des grains de blé a diminué d'environ 40 % par rapport au témoin apres
14 jours de germination. Pour le riz (Oryzasativa L.), une diminution progressive de la
germination des grains a été constatée avec l'augmentation des niveaux de Cu, allant de 0,2 a

1,5 mM, sur une période de 4 jours. En outre, 1'exposition a un traitement de 10 uM de Cu a
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entrainé une réduction significative de la germination des grains de riz et de blé a 60 % et 35 %

respectivement par rapport au témoin sur une période de 4 jours (Adrees et al., 2015).

Le traitement au cuivre a produit des effets toxiques sur la germination et la croissance
de L. culinaris. Les indices de tolérance les plus faibles pour les plantules de L. culinaris ont
été enregistrés pour un traitement au cuivre de 100 ppm (Igbal et al., 2018). Ces résultats
mettent en évidence la capacité de I'exces de Cu a altérer la germination des grains dans
différentes plantes, soulignant une variabilité significative de la tolérance au sein et entre les

especes végetales (Adrees et al., 2015).
1.6.1.2. Le systeme racinaire

La toxicité causée par des niveaux élevés de cuivre se manifeste principalement dans le
systeme racinaire des plantes. Avec une exposition prolongée au cuivre, les racines perdent leur
vigueur, prennent une couleur sombre et s'épaississent, ce qui entraine une réduction de la
croissance. Dans la partie aérienne des plantes, les symptémes morphologiques de la toxicité
du cuivre se manifestent par la chlorose des feuilles et une réduction marquée de la croissance,
y compris de la surface foliaire, de la hauteur et du diamétre de la tige. Dans les stades avancés,

les bords des feuilles peuvent devenir nécrotiques (Cruz et al., 2022)
1.6.1.3. Effet sur la croissance et la morphologie des plantes

La toxicité du cuivre a un impact significatif sur la croissance des plantes. Bien que le
cuivre soit un oligo nutriment essentiel a la croissance des plantes, il devient néfaste lorsqu'il
dépasse la limite permise, entrainant une performance de croissance médiocre avec une perte
de production. Ainsi, la réduction de la croissance des plantes induite par les métaux lourds est
une conséquence finale de changements qui se produisent initialement au niveau biochimique,

physiologique et minéral des plantes (Cruz et al., 2022).

Des concentrations plus élevées de Cu dans les plantes ont altéré leur morphologie,
entrainant une sensibilité accrue a un exces de Cu. Les études ont montré que I'application de
concentrations élevées de Cu dans la solution nutritive a entrainé une diminution de la longueur
des racines, des pousses et des feuilles des plants de mais par rapport au témoin. De plus, il a
été observé une diminution linéaire de la hauteur des plants de mais avec I'augmentation des

doses excessives de Cu (Adrees et al., 2015).

1.6.1.4. Physiologique
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Le cuivre fait partie des métaux lourds toxiques et, chez les plantes, sa présence en
concentration élevée entraine des effets néfastes tels que la croissance retardée, la chlorose, des
perturbations de I'absorption minérale, des dommages oxydatifs aux cellules, la formation
d'espéces réactives de I'oxygene et I'augmentation de la perméabilité membranaire. Cela conduit
a des modifications dans le systeme enzymatique antioxydant des plantes, tandis que le manque
de cuivre peut également affecter la croissance, le métabolisme et les processus de
développement des plante (Fatima et al.,2021).

Ces changements physiologiques résultant de la toxicité du cuivre peuvent perturber les
fonctions physiologiques des éléments nutritifs essentiels des plantes sont perturbées lorsque la
concentration de ces éléments est en dessous d'une limite adéquate en raison de la présence de
niveaux toxiques de cuivre dans le milieu de culture. Ainsi, la réduction de la concentration de
Fe, Zn (dans les feuilles) et de Mg (dans les racines) modulée par des niveaux toxiques de cuivre
coincide avec la diminution de la surface foliaire, de la longueur des racines et de l'indice SPAD
chez les plantes. Cela suggére que le cuivre & des niveaux toxiques affecte les fonctions
physiologiques de ces éléments nutritifs, réduisant par conséquent la croissance des plantes
(Cruzetal., 2022).

En conséquence, la toxicité des métaux lourds dans les tissus végétaux peut entraver
divers processus physiologiques des plantes, y compris ceux du blé, et finalement affecter la
santé humaine. En résumé, les concentrations excessivement élevées de métaux endommagent
les plantes en altérant la perméabilité membranaire, en inhibant les enzymes actives
physiologiquement, en inactivant les photosystémes et en perturbant le métabolisme minéral.
De plus, ils induisent un stress oxydatif, perturbent la fonction des pigments et alterent I'activité
des protéines. La surproduction de ROS sous l'effet des métaux peut causer des dommages
significatifs aux structures cellulaires, notamment I'oxydation des protéines et des lipides, des
dommages a I'ADN, l'inhibition des enzymes, et en fin de compte la mort cellulaire (Rizvi et
al., 2020).
1.6.1.5. Pigments photosynthétiques

Parmi les effets les plus courants d'une concentration plus élevée de Cu dans le milieu de
culture, on trouve la diminution du contenu des pigments photosynthétiques, ce qui entraine
une réduction de la photosynthése liée a une diminution du contenu en chlorophylle et a des
dommages structurels de I'appareil photosynthétique. Un certain nombre d'études ont rapporté
les effets inhibiteurs du Cu sur les deux photosystemes, et il a été constaté que le PS Il est le

site le plus sensible a la toxicité du Cu (Adrees et al., 2015; Ambrosini et al., 2015).
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Bien que le cuivre soit essentiel dans le transport des électrons (Rehman et al.,2019;
Cruzetal., 2022) entre les photosystémes Il et I, des niveaux toxiques inhibent le photosysteme
I1, entrainant une diminution de l'activité photosynthétique. Le cuivre toxique affecte la
photosynthése en réduisant I'activité de I'enzyme Rubisco et la conductance stomatique, tout en
augmentant la concentration intercellulaire en CO». Cette perturbation peut étre due a des
facteurs stomatiques, comme une réduction de la conductance stomatique, ainsi qu'a des
facteurs non stomatiques, tels que des dommages a la Rubisco et a la chaine de transport
d'électrons. Ces effets entrainent une limitation de la photosynthése, a la fois stomatique et non
stomatique, ce qui compromet la capacité des plantes a produire des hydrates de carbone (Cruz
etal., 2022).

1.6.2.Mécanismes de régulation du cuivre dans la santé et la pathologie humaine

La régulation homéostatique du cuivre chez I'homme implique plusieurs cibles
moléculaires clés. La céruloplasmine (CP) est la principale protéine transporteuse pour le cuivre
échangeable dans le plasma sanguin (Ramos et al., 2016 ; Ge et al., 2022), assurant sa
circulation et sa distribution vers les organes et les tissus. Au niveau cellulaire, la famille des
métallo-réductases STEAP et le canal ionique au cuivre, transporteur 1 du cuivre (CTR1),
permettent une absorption du cuivre a haute affinité. Cette absorption est accompagnée d'une
diversité de métallochaperons cytoplasmiques et mitochondriaux, incluant la protéine
antioxydante 1 (ATOX1), le chaperon du cuivre pour la superoxyde dismutase (CCS), les
protéines de synthese de la cytochrome oxydase 1 (SCO1) et SCO2, ainsi que les chaperons du
cuivre pour la cytochrome ¢ oxydase 11 (COX11) et COX17. Les ATPases 7A (ATP7A) et 7B
(ATP7B) agissent également en synergie pour garantir l'insertion ciblée du cuivre dans les
métalloprotéines. Les pompes ioniques au cuivre ATP-dépendantes, ATP7A et ATP7B,
assurent a la fois I'exportation du cuivre et les fonctions de métallochaperon (Ge et al., 2022).

Les deux enzymes pompent le cuivre du cytoplasme vers des compartiments présentant
une concentration de cuivre plus élevée. ATP7A déplace le cuivre hors du cytosol et a travers
la membrane basolatérale dans les tissus extra-hépatiques, tandis qu'ATP7B déplace le cuivre
hors du cytosol et a travers la membrane apicale dans le foie, le cerveau et le rein. ATP7A
controdle le transport a travers la muqueuse intestinale et la barriére hémato-encéphalique (BHE)
(Horn et Wittung-Stafshede, 2021).

Les protéines riches en thiol, metallothionéine 1 (MT1) et MT2, lient plusieurs ions cuivre

et peuvent servir de réservoir de stockage de cuivre. De plus, le peptide abondant et antioxydant
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glutathion (GSH) peut également participer directement ou indirectement a la régulation des
réserves cellulaires de cuivre. Dans les mitochondries, le facteur d'assemblage de la cytochrome
c oxydase 6 (COAB) et SCO2 aident & maintenir I'équilibre rédox de SCOL et, par consequent,
sa liaison au cuivre et sa distribution a la cytochrome ¢ oxydase (COX). Ensemble, ces protéines
maintiennent une bio-disponibilité intracellulaire appropriée du cuivre et assurent la métallation
des enzymes dépendantes du cuivre, notamment la COX, la superoxydedismutase 1 (SOD1) et
les enzymes oxygeénase/oxydase, telles que la tyrosinase, la lysyl oxydase (LOX), la dopamine

B-hydroxylase (DBH) et les oxydases aminées au cuivre (Ge et al., 2022).

Le Cuivre est un élément toxique présent en concentrations élevées dans le cerveau, le
foie et les reins, et sa toxicité entraine principalement des problémes gastro-intestinaux et des
symptdmes neurologiques. Les formes aigués de toxicité peuvent conduire a des complications
graves telles que rhabdomyolyse, insuffisance cardiaque et rénale, et peuvent méme étre
mortelles (Alengebawy et al., 2021). De plus, des élévations aberrantes des niveaux de cuivre
ont été signalées dans les tumeurs ou le sérum de modeles animaux et de patients atteints de

divers cancers, notamment du sein, du poumon, du tractus gastro-intestinal, de la cavité buccale,

de la thyroide, de la vésicule biliaire, gynécologiques et de la prostate (Ge et al., 2022).

Intracellular
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Figure 1 : Présentation générale de I'hnoméostasie du cuivre au niveau systémique et cellulaire
(Ge et al., 2022).

1.6.2.1. La maladie de Wilson
La maladie de Wilson (WD: dégénérescence hépatolenticulaire) a été décrite pour la
premiére fois de maniére exhaustive en 1912 par Kinnier Wilson comme une "dégénérescence

lenticulaire progressive"” (Wentworth et Stotts, 2020 ; Schilsky et al., 2022). C'est un trouble
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génetique rare dans lequel une erreur innée du métabolisme du cuivre entraine une
accumulation excessive de cuivre dans les tissus corporels et un dysfonctionnement significatif
des organes (Wentworth et Stotts, 2020).

Le cuivre s'accumule de maniére non spécifique dans le cerveau des patients atteints de
la maladie de Wilson a des concentrations jusqu'a 10 fois supérieures a la normale. Les
astrocytes sont les principaux régulateurs du chargement du cuivre dans le cerveau. Dans la
maladie de Wilson, ils augmentent en nombre et en taille alors qu'ils stockent de grandes
quantités de cuivre localement, ainsi que produisent des cellules astrocytaires anormales
connues sous le nom de gliose de type | d'Alzheimer et de cellules d'Opalski (Barber et al.,
2021).

Le cuivre est bien connu pour s'accumuler dans le foie en raison de la maladie de Wilson.
Des niveaux accrus de cuivre peuvent causer un stress oxydatif ; par conséquent, la déposition
de cuivre hépatique n'est pas seulement pathognomonique, mais aussi pathogéne. Des niveaux
élevés de cuivre hépatiqgue sont également observés dans les maladies hépatiques
cholestatiques. Cependant, ils résultent d'une excrétion biliaire diminuée du cuivre et ne sont
pas une cause d'infection hépatique (Mitra et al., 2022)
1.6.2.2. La maladie d"Alzheimer

Ces dernieres années, I'intérét pour le réle des métaux de transition tels que le fer (Fe), le
zinc (Zn) et le cuivre (Cu) dans la maladie d'Alzheimer (AD) a été significatif. Ces métaux se
lient au peptide amyloide-p (AP), accélérant ainsi son agrégation et favorisant la formation de
plaques neurotoxiques. Le fer et le cuivre peuvent également contribuer au stress oxydatif et
aux changements neuroinflammatoires dans le cerveau atteint de la maladie d'Alzheimer. De
plus, le déclin cognitif associé a la maladie d'Alzheimer est lié & des perturbations dans le
traitement et la fonction de la protéine précurseur du peptide amyloide-f3 (APP), ainsi qu'a la
phosphorylation et a I'agrégation de la protéine associée aux microtubules (MAP), la tau, toutes
deux étant associées a des déséquilibres dans I'noméostasie des métaux (Mathys et White,
2017).

La maladie d'Alzheimer est un trouble neurodégénératif caractérisé par la formation de
plaques amyloides et d'enchevétrements cellulaires de proteines tau (Kumar et al., 2022)
Initialement, I'aluminium a été suspecté comme agent causal, mais des recherches ont remis en
question ce lien, le considérant désormais comme une conséquence plutét qu'une cause.

D'autres métaux comme le mercure, le zinc, le cadmium et le plomb sont également impliqués
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dans la pathologie. Le cuivre, notamment présent dans les plaques amyloides, est également

étudié en lien avec la maladie d'Alzheimer (Pohanka, 2019).

Le cuivre posseéde une forte affinité pour le peptide amyloide f de 42 acides aminés
(Haneet al.,2013 ; Pohanka, 2019; Abeleinet al., 2022), un précurseur des plaques amyloides,
et peut initier son agrégation. En présence de peroxyde d'hydrogéne et de nitrite, le cuivre (I1)
peut provoquer la nitrification du peptide. Comparativement au fer et a I'aluminium, les ions
cuivre catalysent la formation de plaques insolubles plus importantes. De plus, le cuivre peut
bloquer la dégradation du peptide amyloide 3 en inhibant une enzyme métalloprotéase appelée
enzyme dégradant I'insuline, ce qui peut étre irréversible, surtout avec le cuivre dans les états
d'oxydation | et 1l (Pohanka, 2019).

I.7.Approches de remédiation pour les sols contaminés

Les approches de remédiation des sols contaminés par les métaux lourds sont essentielles
pour atténuer rapidement la pollution et éviter la propagation des métaux lourds dans la chaine
alimentaire, réduisant ainsi les risques pour la santé associés (Liu et al., 2020). Elles visent
principalement a créer une solution finale qui protége la santé humaine et I'environnement
(Wuana et Okieimen, 2011). Diverses méthodes sont utilisées a I'échelle du site pour traiter la

pollution des sols et atténuer ses impacts environnementaux (Ciampi et al., 2024).

Ces approches de remédiation sont généralement soumises a une gamme de
réglementations et peuvent également étre basées sur des évaluations des risques pour la santé
humaine et écologique lorsque des normes Iégislatives n'existent pas ou sont consultatives. Les
autorités réglementaires accepteront normalement des stratégies de remédiation axées sur la
réduction de la biodisponibilité des métaux uniquement si une réduction de la biodisponibilité
est associée a une réduction du risque, et si les réductions de biodisponibilité sont démontrées
étre a long terme.Pour les sols contaminés par des métaux lourds, la forme physique et chimique
du contaminant métallique dans le sol influe fortement sur le choix de I'approche de traitement

de remédiation appropriée (Wuana et Okieimen, 2011).

Les méthodes de remediation physique comprennent le remplacement du sol et la
vitrification, tandis que les approches chimiques reposent sur le changement des propriétés
physico-chimiques du sol, telles que le pH et le potentiel redox, grace a I'ajout d'agents de

durcissement, de matiére organique ou de réactifs chimiques (Liu et al., 2020).
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Pour permettre une évaluation précise de la contamination du site et des alternatives de
remédiation, des informations sur les caractéristiques physiques du site et le type ainsi que le
niveau de contamination sur le site doivent étre obtenues. La contamination dans le sol doit étre
caractérisée pour établir le type, la quantité et la distribution des métaux lourds dans le sol. Une
fois que le site a été caractérisé, le niveau souhaité de chaque métal dans le sol doit étre
déterminé (Wuana et Okieimen, 2011).

La remédiation des sols contaminés par le cuivre implique le contact entre le milieu de
remediation et les ions de cuivre. Les processus de remediation visent a traiter les milieux
contaminés de maniere a les contenir, les éliminer ou les dégrader. Cette tche peut étre
complexe en raison de la distribution hétérogéne des métaux lourds dans le sol, a la fois

verticalement et horizontalement (Apori et al., 2018).

1.7.1.Méthodes de remédiation physique

Il existe plusieurs méthodes de remédiation physique des sols disponibles, parmi
lesquelles le remplacement du sol est couramment utilisé dans les zones fortement polluées
(Liu et al., 2023). Cette méthode implique de remplacer ou partiellement remplacer le sol
contaminé par un sol non contaminé, ce qui dilue la concentration de métaux lourds dans le sol

et augmente ainsi sa fonctionnalité (Derakhshan et al., 2017 ; Khalid et al., 2017).

Le labourage du sol, également connu sous le nom de retournement ou de labour, est une
autre méthode utilisée pour réduire les concentrations de contaminants dans de grandes zones
de sol contaminé, ou il est impraticable de retirer et de remplacer toute la couche de sol
contaminé. Cette méthode favorise I'activité microbienne et accélere la décomposition naturelle

des contaminants dans le sol (Priya et al., 2023).

D'autre part, la désorption thermique est utilisée pour volatiliser les métaux lourds et les
métalloides du sol contaming, et implique de chauffer le sol pour libérer les contaminants, suivie
par I'élimination des métaux lourds volatils du sol contaminé (Yao et al., 2012; Derakhshanet
al., 2017; Priyaet al., 2023).

De plus, une étude menée par Sah et Lin (2000) a examiné l'utilisation de la technologie
électrocinétique pour la remédiation des sols contaminés par le cuivre, montrant que ce
processus a le potentiel d'éliminer le cuivre des sols contaminés, avec une efficacité de 70 a 85
% (Apori et al., 2018).

1.7.2. La remédiation chimique
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La remédiation chimique, qui implique l'utilisation de produits chimiques pour extraire
ou stabiliser les polluants présents dans les milieux contaminés, comprend plusieurs méthodes
(Derakhshanet al., 2017).

Parmi ces méthodes, le processus de lavage chimique des sols est un processus ex-situ
qui élimine les contaminants métalliques du sol en le lavant avec une solution d'extracteur
appropriée (Kumar et al., 2023b). Ces méthodes visent a réduire la quantité de metaux lourds
disponibles pour les plantes en modifiant le pH du sol pour provoquer la précipitation des

métaux ou la formation de complexes insolubles (Dhaliwal et al., 2020).

Les approches chimiques, utilisées pour limiter I'absorption des métaux par les plantes et
leur toxicité, visent principalement a réduire I'activité des ions métalliques dans la solution du
sol (Sow et Balo, 2022). Zhai et al. (2018) ont étudie I'effet combiné du lavage du sol et de
Iimmobilisation in situ avec différents matériaux, réduisant considérablement la
biodisponibilité des métaux Cd, Cu, Pb et Zn dans le sol. Feng et al. (2020) ont utilisé des
agents chimiques pour éliminer les contaminants du sol, réduisant ainsi les risques
environnementaux. Wang et al. (2020) ont exploré l'utilisation d'acides moins toxiques pour
extraire les métaux du sol pollué, bien que leur efficacité soit inférieure a celle de I'acide

éthylene diamine tétraacétique (EDTA) dans le processus de lavage (kumar et al., 2023).

Ces techniques permettent soit de réduire les risques en dégradant chimiquement les
substances dangereuses, soit de stabiliser les contaminants au sein de la matrice en rompant les

liaisons polluantes (Derakhshan et al., 2017).
1.7.3. La remédiation électrocinétique

La remédiation électrocinétique (EK) a été reconnue comme l'une des approches les plus
prometteuses pour éliminer divers contaminants des sols a grains fins avec une faible

perméabilité depuis la fin des années 1980 (Adnan et al., 2022).

Cette méthode, qui implique I'application d'une trés haute tension pour créer un gradient
de champ électrique aux deux extrémités du sol, permet le déplacement des polluants chargés
vers les poles par électromigration, flux électro-osmotique et électrophoréese, bénéficiant ainsi

aux sols a faible perméabilité (Dhaliwal et al., 2020).

En utilisant une électrode incorporée sous la surface du sol pour générer un gradient de

courant continu a basse pression et induire des réactions électrolytiques, cette technique offre
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également la possibilité de nettoyer les sols contaminés en déplacant les métaux lourds et autres

contaminants du sol vers les électrodes (Priya et al., 2023; Liu et al., 2020).

Pendant une telle remédiation, de grandes quantités de H3O" et d'O, générées a I'anode
créent des environnements acides, tandis que de grandes quantités d'ions hydroxydes produits
a la cathode rendent son environnement basique (Liu et al., 2020). L’¢lectrocinétique présente
certains avantages par rapport a dautres méthodes de remédiation des sols. Elle est
particulierement efficace pour les métaux lourds et d'autres contaminants ionisables et peut étre
utilisée pour différents types de sols. Elle est particulierement efficace pour les métaux lourds
et d'autres contaminants ionisables et peut étre utilisée pour différents types de sols. De plus,
elle ne nécessite pas le retrait du sol contamine, ce qui peut étre bénéfique pour préserver
I'intégrité du site (Priya et al., 2023).

1.8.Inconvénients des approches de remédiation des Sols

La remédiation physique et chimique est une méethode bien établie pour traiter les sols
contaminés. Bien qu'elle soit souvent efficace pour éliminer ou réduire les contaminants, cette
approche comporte également certains inconvénients (Peng et al., 2021), notamment d'étre

coQteuse et d'avoir des effets négatifs a long terme (Liu et al., 2020).

D'autres techniques telles que la technologie de séparation impliquent le lavage et le
rincage du sol pour éliminer les contaminants, mais elles peuvent nécessiter une technique
supplémentaire pour éliminer complétement les contaminants, ce qui est plus colteux et peut
présenter des risques pour I'environnement en raison de I'utilisation de tensioactifs synthétiques
(Shit et al., 2023). De méme, la méthode de vitrification, bien qu'efficace pour éliminer les
métaux lourds, est complexe et énergivore, limitant ainsi son application (Dhaliwal et al.,
2020).

Concernant la méthode de remplacement du sol, bien qu'elle soit capable de réduire les
effets climatiques nocifs des émissions toxiques, elle est colteuse, nécessite une grande zone
de travail et n'est appropriée que pour traiter les sols localement fortement contaminés (Liu et
al., 2020; Priya et al., 2023). De plus, la réalisation de travaux de terrassement pendant cette

opération peut perturber I'environnement local (Priya et al., 2023).

En outre, d'autres approches telles que I'électrocinétique et l'incinération thermique

présentent également des avantages et des inconvénients spécifiques en termes de co(ts,
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d'efficacité et d'impact environnemental, Dans ce processus, un courant basse tension est
appliqué pour induire le déplacement des métaux lourds et des polluants organiques-
inorganiques vers les électrodes. En revanche, I'incinération thermique, bien qu'efficace pour la
conversion des polluants en CO; et en eau, génére des substances cancérigenes et des composés
inorganiques néfastes pour la santé respiratoire. De plus, elle contribue a l'acidification, a
I'eutrophisation et au réchauffement climatique. A noter également que ce procédé est réalisé
hors du site contaminé, ce qui accroit sa complexité et ses colts (Shit et al., 2023).

Etant donné les défis et les limites des méthodes physico-chimiques de remédiation des
sols contaminés par les métaux lourds, il est impératif d'explorer des alternatives plus durables
et économiques. La bioremédiation émerge comme une solution prometteuse, offrant une
approche naturelle et respectueuse de I'environnement pour traiter les contaminants dans les

sols.
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I1. Approches de phytoremédiation pour la déepollution environnementale
I1.1. Historique

La phytoremédiation trouve ses origines en 1948, lorsque des chercheurs italiens ont
observé que la plante Alyssum bertolonii accumulait du nickel. En 1962, des études en Russie
ont montré que certaines plantes aquatiques pouvaient purifier les eaux contaminées par des
substances radioactives. Ces découvertes ont été confirmées en 1977 par Robert Brooks en
Nouvelle-Zélande. Vers les annees 1980, le terme "phytoremédiation™ a été utilisé pour décrire
ces plantes capables d'accumuler des métaux sans toxicité (Shamoogardiani et Navidjouy,
2022).

I1.2. Stratégies vertes de remédiation (La phytoremédiaton)

La remédiation verte, la botanoremédiation, l'agroremédiation ou la remédiation
veégétative peuvent étre décrites comme des stratégies de remédiation in situ qui utilisent la
végétation et des techniques agronomiques pour éliminer, contenir ou rendre les contaminants

environnementaux inoffensifs (Zaghloul, 2020).

La phytoremédiation est largement utilisée pour restaurer les terrains miniers en raison
de son efficacité, de son caractére écologique et de sa rentabilité (Sandell, 2020). Cette
approche exploite la capacité des plantes a tolérer, accumuler et transloquer les éléments traces
potentiellement toxiques (ETPT) a travers leurs tissus aériens, permettant ainsi d'éliminer,
transférer ou stabiliser les ETPT afin de nettoyer I'environnement et de rendre les polluants
inoffensifs (Alsafran et al.,2022). Elle est considérée comme une méthode spécifique a
I'espece, efficace, économique, respectueuse de I'environnement et scientifiquement acceptée.
De plus, la phytoremédiation est reconnue comme une approche rentable pour remédier aux
sols contaminés, grace a divers processus tels que l'accumulation, la transformation, la

translocation, la stabilisation et la dégradation (Zhang et al., 2023; Verma et al., 2021).
11.2.1. La phytoremédiation des métaux lourds

Pour étre efficace, la phytoremédiation nécessite des plantes idéales capables de
transloquer et accumuler les métaux lourds dans leurs parties aériennes, ainsi que de survivre
dans des conditions difficiles et de croitre rapidement (Sandell, 2020). Les metalophytes, des
plantes adaptées a des sols naturellement riches en métaux lourds, sont préferables pour la
phytoremeédiation car elles ont évolué pour croitre dans des conditions environnementales

difficiles et possedent des mécanismes de résistance aux métaux lourds (Sandell, 2020).
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Ces stratégies de résistance incluent I'exclusion, qui restreint le transport des métaux dans
la biomasse aérienne, et I'accumulation, qui transloque les métaux dans la biomasse aérienne
(Verma et al., 2021). Le succes de la phytoremédiation dépend des traits des plantes utilisées,
notamment leur tolérance au stress, leur systéme racinaire étendu, leur symbiose
mycorhizienne, leur tolérance a la sécheresse et leur capacité a concurrencer d'autres plantes
(Sandell, 2020). En outre, les especes indigenes sont préférables car les especes non indigenes
ont le potentiel de devenir invasives et de nuire a la biodiversité (Verma et al., 2021). Ainsi,
les plantes qui colonisent spontanément les sites pollués par les métaux lourds avant la
restauration sont particulierement intéressantes car elles ont une meilleure chance de survie et

de croissance dans ces environnements (Sandell, 2020).

Phytovolatization

Rhizofiltration Phytostabilization

Figure 2 : Mécanismes de phytoremédiation impliqués dans la contamination par les métaux
lourds chez Brassica juncea L (Rani et al., 2023).

11.2.1.1 La rhizofiltration
La rhizofiltration ou phytofiltration, repose sur l'utilisation des racines des plantes pour
absorber ou adsorber les polluants présents dans les effluents contaminés, limitant ainsi la

mobilité de ces contaminants dans les eaux souterraines. Cette méthode, utilisée tant en ex situ
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qu'en in situ pour la bioremédiation, met en lumiére I'importance des racines des plantes dans
ce processus en absorbant ou adsorbant les polluants. Elle implique des plantes pourvues d'un
systeme racinaire développé, capable de retenir les polluants toxiques, tout en étant facilement
récoltables pour une élimination sécurisée et nécessitant un entretien minimal (Guerra et al.,
2011; Rani et al., 2023 ; Rai et Nongtri 2024). Elle est utilisée pour les métaux tels que le
plomb, le cadmium, le cuivre, le nickel, le zinc et le chrome, qui sont retenus a l'intérieur des
racines (Zaghloul, 2020 ; Raiet Nongtri, 2024).Parmi les différentes plantes terrestres, la

moutarde indienne (Brassica juncea L.) et le tournesol (Helianthus annuus L.) sont reconnus

.....

La moutarde indienne a démontré son efficacité dans I'élimination du cadmium (Cd), du
chrome (Cr), du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du plomb (Pb) et du zinc (Zn) grace a ses racines.
De son c6té, le tournesol est capable d'éliminer le plomb (Pb), I'uranium (U), le césium-137
(137Cs) et le strontium-90 (90Sr) des solutions hydroponiques. En effet, la moutarde affiche
une valeur de bioaccumulation en plomb (Pb) de 563 et peut éliminer ce dernier de I'eau dans
une plage de concentration allant de 4 mg/L a 500 mg/L (Agence de protection de
I'environnement des Etats-Unis, 2000) (Rani et al., 2023).

Par ailleurs, le facteur de bioconcentration pour de nhombreux métaux par les plantes
aquatiques appropriées pour les applications de rhizofiltration peut atteindre jusqu'a 0.001948
du poids sec de la plante. Les micro-organismes du sol, en libérant des ligands organiques, en
digérant des matériaux organiques et en émettant des métabolites et des sidérophores, peuvent
ameliorer la solubilité des métaux et leur oxydation (Barathi et al., 2023).

De plus, certaines bactéries endophytes résidant a la surface des racines contribuent
également a la rhizofiltration. A I'intérieur de la surface des racines de la plante, certaines
bactéries telles qu'Ochrobacterium et Pseudomonas convertissent le chrome hexavalent (Cr-
VI) en chrome trivalent (Cr-I11). Ce dernier est alors facilement précipité a I'intérieur de la

racine de la plante, contribuant ainsi efficacement au nettoyage de I'eau (Barathi et al., 2023).

11.2.1.2. La phytostabilisation

La phytostabilisation, une méthode visant a a limiter la mobilité et la biodisponibilité des
contaminants dans le sol, repose sur plusieurs mécanismes. Les plantes phytostabilisantes
peuvent croitre dans des sols contaminés par des métaux, maintenant ces derniers dans leurs

parties souterraines et les immobilisant dans la rhizosphére grace a divers processus. De plus,
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ces plantes fournissent de la litiere et une couverture végeétative, ce qui contribue a stabiliser les
contaminants (OroojSurriya et al., 2014; Sabir et al., 2014).

L'objectif principal de la phytostabilisation est de limiter la mobilité des polluants dans
les sols contaminés par les métaux lourds. Ceci est essentiel pour empécher le transfert de ces
contaminants vers les plantes comestibles et donc réduire leur entrée dans les niveaux

trophiques supérieurs (Rai et Nongtri, 2024).

Les sols contaminés par I'As, le Cd, le Cu, le Pb et le Cr peuvent étre remédiés par
phytostabilisation (OroojSurriya et al., 2014). Cependant, malgré son efficacité dans la
remédiation des sols, des boues et des sédiments contaminés, il est important de reconnaitre que
la phytostabilisation ne permet pas une élimination compléte des polluants de I'environnement

mais les immobilise plutét pour réduire leur biodisponibilité (Rai et Nongtri, 2024).

11.2.1.3. La phytovolatilisation

La phytovolatilisation est une technique de remédiation environnementale qui implique
la conversion des métaux en substances volatiles a travers les feuilles des plantes, lesquelles
peuvent étre ensuite libérées dans I'environnement environnant par leurs stomates. Cette
méthode s'avere particulierement adaptée pour le mercure (Hg) et le sélénium (Se) (Rai et
Nongtri, 2024).

Elle englobe également I'absorption et la libération de polluants organiques et métalliques
tels que le tétrachloroéthane, le trichlorométhane, le tétrachlorométhane, etc., ainsi que I'arsenic
(As), le mercure (Hg) et le sélénium (Se), soit sous leur forme initiale, soit aprés une

modification métabolique.

Parmi les plantes réputées pour leur capacité a volatiliser le sélénium figurent le riz
(Oryza sativa), le pied de lapin (Polypogon monspeliensis), I'Azolla (Azolla filiculoides) et

I'herbe & cornichon (Sesuvium portulacastrum) (Ozyigit et Dogan, 2014).
11.2.1.4. La phytoextraction

La phytoextraction (ou phytoséquestration, phytoaccumulation) est un processus qui se
produit au niveau des racines des plantes. Cela leur permet d'absorber les polluants présents
dans le sol ou dans I'eau a travers leurs racines, puis de transporter ces contaminants vers la
partie aérienne de la plante, notamment les tiges et les feuilles (Ozyigit et Dogan, 2014

Hasanuzzaman et al., 2015 ; Rani et al., 2023 ; Sanjana et al., 2024). Elle se décline en deux
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types, la phytoextraction assistée par des chélateurs ou la phytoextraction induite et la
phytoextraction continue.

Les plantes utilisées pour la phytoextraction doivent croitre rapidement, produire une
biomasse considérable, avoir un systeme racinaire long et un transfert racine-tige élevé, et étre
résistantes a des concentrations élevées de métaux lourds et de métalloides dans les tissus
végétaux (Rani et al., 2023).

Les plantes suivantes sont bien connues pour étre utilisées dans les processus de
phytoextraction : la moutarde indienne (Brassica juncea) pour l'arsenic, le bore, le cadmium, le
chrome (V1), le cuivre, le nickel, le plomb, le sélénium, le strontium et le zinc ; la thlaspi blanc
(Thlaspi caerulescens) pour le cadmium et le zinc ; I'alysson (Alyssum wulfenianum) pour le
nickel ; le colza (Brassica napus), le kenaf (Hibiscus cannabinus L. cv. Indian) et le fétuque
élevée (Festuca arundinacea Schreb cv. Alta) pour le sélénium ; le peuplier (Populus sp.) pour
I'arsenic et le cadmium ; le tournesol (Helianthus annuus) pour le césium et le strontium ; le
sorgho (Sorghum vulgare L.), la luzerne (Medicago sativa) et le mais (Zea mays) pour le plomb,
le zinc, le mercure et le nickel (Ozyigit et Dogan, 2014).

11.2.2.Limitation de la phytoremédiation

La phytoremédiation présente a la fois des avantages économiques en réduisant les co(lts,
mais elle est également confrontée a des inconvénients qu'il est important de considérer lors de
son utilisation. Le suivi des résultats peut s'avérer chronophage, et choisir une technique capable
de cibler plusieurs polluants a la fois est un défi en soi. De plus, il est essentiel de maintenir la
concentration des contaminants dans les limites de tolérance des plantes et de sélectionner des
espéces capables d'éliminer efficacement diverses impuretés (Asante-Badu, 2020).

Par ailleurs, d'autres obstacles se dressent également devant la phytoremédiation,
notamment le temps nécessaire pour traiter les sols, qui peut étre prolongé et doit étre répété
sur plusieurs années. De plus, la biodisponibilité du cuivre pour les plantes et I'efficacité de la
méthode dépendent fortement de I'emplacement géographique. En outre, la quantité de sol traité
est limitée par les profondeurs d'enracinement des plantes, et les sols doivent étre modérément
contamineés par le cuivre pour permettre la survie des plantes. De vastes zones sont également

nécessaires pour que la méthode soit appliquée efficacement (Widmer et Norgrove, 2023).

Un autre défi majeur auquel la phytoremédiation est confrontée concerne la présence de
plomb dans les cellules des organismes vivants, entrainant souvent la mort cellulaire, également

connue sous le nom d'apoptose. Cette situation réduit la productivité des plantes et altere leur
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santé globale. De plus, la capacité de la phytoremédiation a absorber efficacement de grandes
quantités de plomb est limitée, nécessitant souvent l'intégration d'autres mécanismes pour une

élimination efficace des polluants (Batch, 2022).

11.3. La Mycoremédiation : réponse écologique a la pollution

La mycoremédiation se présente comme une solution prometteuse, alliant efficacité
économique et respect de I'environnement, pour traiter efficacement la pollution croissante des
sols et de l'eau. Cette technique de bioremédiation éprouvée exploite le potentiel des
champignons pour purifier les environnements contaminés (Kapahi, et Sachdeva, 2017;
Akgul et Akgul 2018 ; Akhtar et Mannan, 2020).

Cette technologie joue un réle vital dans le traitement de divers polluants
environnementaux tels que les pesticides, le pétrole et les effluents de papeterie contenant de
nombreuses substances toxiques telles que les hydrocarbures aromatiques halogénés et
polyphénoliques, les métaux lourds et les concentrations élevées de lignine et de matériaux
cellulose. C'est une technologie en développement rapide et progressive qui remédie aux

polluants environnementaux (Kumar et al., 2023a).

Le mycélium fongique démontre une capacité a sécréter des enzymes extracellulaires
permettant la décomposition des contaminants organiques en dioxyde de carbone et en eau. Les
champignons responsables de la pourriture du bois jouent un réle essentiel dans la conversion
des composants toxiques en formes moins nocives. Leurs activités enzymatiques contribuent a
la dégradation des composés complexes, favorisant ainsi I'élimination des substances toxiques
de I'environnement (Akgul et Akgul, 2018).

Les champignons, ou les macrochampignons, figurent parmi les acteurs essentiels de la
mycorémédiation dans la nature. Les especes de Pleurotus (également appelées pleurotes),
reconnues pour leur popularité mondiale en raison de leur faible colt de production et de leurs
rendements élevés, jouent un role essentiel dans la mycorémédiation en raison de leur biomasse
mycélienne étendue, démontrant ainsi un fort potentiel de biosorption (Kapahi, et Sachdeva,
2017; Akgul et Akgul, 2018).

L'é¢tude d’Archana et Jaitly (2015) met en lumiére le potentiel de remédiation des
métaux lourds par les champignons de Zygomycotina, présents principalement dans le sol et le

fumier. Ces champignons, tels que Circinella sp.,Cunninghamella echinulata et Mucor rouxii,
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se sont revélés efficaces pour I'élimination du nickel, du plomb, du cuivre, du zinc, du cadmium
et du nickel des solutions aqueuses, montrant une augmentation de la capacité de biosorption

avec la température et la concentration initiale du métal.

Parallelement, I'étude de Rhizopus sp. a révélé des capacités variables de biosorption du
chrome, du cadmium et du plomb, soulignant leur potentiel en tant qu'agents de dépollution
dans les environnements contaminés par les métaux lourds. De méme, les champignons de
I'Ascomycotina, comme Aspergillus sp. et A. niger, ont démontré une capacité significative de
bioaccumulation du chrome, du nickel et du cadmium, avec des conditions optimales de pH et
de température favorisant leur croissance et leur efficacité dans I'élimination des métaux lourds

des solutions industrielles et des eaux usées contaminées.

L'étude d'Akhtar et Mannan (2020) met en évidence la capacité des champignons a
dépolluer les sites contaminés par les métaux lourds. Ces champignons indigénes sont résistants
a la toxicité des métaux et adaptés aux conditions environnementales locales. Par exemple, des
especes telles qu'Aspergillus, Rhizomucor, Fusarium et Emericella, isolées d'une terre agricole
contaminée par l'arsenic, ont montré une tolérance élevée a cet élément et ont amélioré la
croissance des plantes exposées a I'eau contaminée. De méme, Funneliformis geosporum, un
champignon mycorhizien, a réduit I'accumulation de zinc dans les plantes de blé, améliorant
ainsi la qualité du sol et le rendement des cultures dans des conditions de contamination par le
zinc. Par ailleurs, Pleurotus ostreatus s'est révélé efficace pour éliminer le manganése de I'eau

contaminée, ainsi que d'autres métaux lourds présents dans les effluents de laverie de charbon.

Ces études suggerent que ces champignons indigénes non seulement éliminent les métaux
lourds du sol, mais améliorent également la croissance des plantes et le rendement des cultures

dans les terres agricoles fortement contaminées par les métaux lourds.

11.3.1.Limitation de la mycoremédiation

La mycoremédiation présente des limites liées au pH, au temps et a la température. Les
champignons sont particulierement sensibles au pH, avec une diminution de la productivité
biologique et de leur capacité a accepter les ions de plomb dans des conditions de pH inférieur
a 3,0 ou supérieur a 5,0. De plus, I'élimination du plomb par les champignons peut prendre du
temps, et les taux d'absorption influencent la vitesse de ce processus, allant de quelques heures

a plusieurs jours. La tolérance a la température varie selon les espéces, mais des températures
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plus élevées peuvent compromettre les processus d'adsorption en raison de I'incapacité du corps
fongique a maintenir la viabilité de ses structures cellulaires. Ces limitations ne sont pas
exhaustives, car les concentrations de plomb et d'autres produits chimiques liés au plomb

peuvent agir comme des interférences pour la mycoremédiation (Batch, 2022).

D'autre part, I'application de la mycoremédiation avec des espéces spécifiques comme P.
ostreatus présente des inconvénients supplémentaires. Ce champignon nécessite un
environnement aérobie, est sensible aux perturbations une fois établi, et nécessite un
amendement de lignocellulose pour prospérer (Anderson et Juday, 2016). De plus, des
limitations environnementales et des défis liés a la faisabilité et & la biodégradation restreignent
les applications de la mycoremédiation, malgré son attrait comme alternative verte et

économiqgue aux techniques chimiques conventionnelles de dépollution (Rehman et al., 2018).

Pour améliorer les possibilités d'application de la bioremédiation, il est nécessaire de
développer des stratégies synergiques reposant sur un cadre politique favorable, impliquant des
tests a différentes échelles, du laboratoire au terrain, avec des especes fongiques adaptées
(Akpasi et al., 2023).

I11.4.La Bioremédiation

La bioremédiation est définie comme un processus utilisant des micro-organismes ou
leurs enzymes pour traiter les sites pollués afin de retrouver leur état d'origine (Cheng 2014;
Ojuederie et Babalola 2017; Ying 2018). Les micro-organismes décomposent ou transforment
avec succes le contaminant complexe et toxique en une forme plus simple ou moins toxique
(Ojuederie et Babalola, 2017).

L'objectif principal de la bioremédiation est de stimuler la microflore indigéne dans le
site contaminé en fournissant plus de nourriture et des conditions de croissance appropriées afin
qu'ils puissent croitre a leur plein potentiel et produire plus d'enzymes pour décomposer le
contaminant complexe en substances plus simples (Chen et Wang, 2017).

Pendant le processus de bioremédiation du contaminant, des liaisons chimiques sont
rompues et de I'énergie est libérée, qui est ensuite utilisée par les micro-organismes pour leur
croissance. Les especes microbiennes transformant les métaux lourds peuvent étre isolées a la
fois dans des environnements aérobies et anaérobies. Les micro-organismes aérobies sont plus
fréqguemment utilisés pour les processus de bioremédiation par rapport aux micro-organismes
anaérobies (Azubuike et al., 2016).
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Les approches de bioremédiation sont généralement classées comme in situ ou ex situ.(a)
In situ : ou la technologie de remédiation est appliquée sur le site de contamination et (b) Ex
situ : le contaminant est retiré du site de contamination pour I'application de la technologie de
remediation (Zouboulis et al., 2011; Nejad et al., 2017; Ying, 2018; Sharma et al., 2019).

11.4.1 La Bioremédiation in situ

La bioremédiation in situ, qui consiste a traiter les substances polluées sur le site de
contamination sans nécessiter d'excavation du sol, présente I'avantage d'étre peu colteuse et de
minimiser la perturbation du sol (Riseh et al., 2023 ;Sayqal et Ahmed, 2021). Cette approche
a été efficacement utilisée pour traiter divers types de polluants tels que les métaux lourds, les
solvants chlorés, les colorants et les hydrocarbures (Riseh et al., 2023).

Le choix entre les différentes méthodes de bioremédiation dépend de plusieurs facteurs,
notamment la nature et I'étendue de la contamination, la concentration des contaminants et la
durée prévue pour achever le processus de remédiation (Saygal et Ahmed, 2021).

La bioremédiation intrinséque, qui exploite les populations microbiennes indigénes pour
dégrader les contaminants, est une méthode moins colteuse qui ne nécessite pas d'intervention
extérieure (Riseh et al., 2023 ).

En revanche, la bioremédiation génie implique l'utilisation de micro-organismes
génétiqguement modifiés et de conditions physico-chimiques optimisées pour accélérer la
dégradation des polluants (Riseh et al., 2023 ). Ces techniques in situ génies comprennent
diverses approches telles que le bioventil, le biosparging, la biostimulation, la bioaugmentation
et la phytoremédiation (Sayqgal et Ahmed, 2021).

La biodégradation in situ est une autre méthode qui consiste a fournir des nutriments et
de l'oxygene aux micro-organismes présents dans le sol pour dégrader les contaminants
organiques. Cette approche peut étre utilisée pour traiter a la fois les eaux souterraines et les
sols contaminés. En revanche, la bioremédiation ex situ implique I'excavation du sol contaminé
pour le traitement en dehors du site, utilisant des stratégies telles que le labourage et le
compostage (Vaid et al., 2022).

11.4.2.La Bioremédiation ex situ

La bioremédiation ex situ implique d'excaver les polluants et de les déplacer des sites
contaminés vers un autre site pour traitement (Vaidet al., 2022 ; Riseh et al., 2023). Les
techniques de bioremédiation sont choisies en fonction de divers facteurs tels que la profondeur

de la pollution, le type de polluant, le degreé de pollution, le colt du traitement et I'emplacement
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géographique du site contaminé. Cette méthode implique I'excavation des polluants puis leur

transport vers un autre site pour traitement (Riseh et al., 2023 ). La bioremédiation ex situ est

catégorisée en systémes en phase solide et en phase liquide (Sayqal et Ahmed, 2021 ; Riseh

etal., 2023).

Dans la bioremédiation en phase solide, apres I'excavation du sol, un inoculum bactérien

est libéré dans des tas de sol a l'aide de tuyaux afin de remédier aux métaux lourds. Dans la

bioremédiation en phase liquide, les sols pollués sont combinés avec de I'eau, des nutriments et

de I'oxygene dans un bioréacteur pour fournir une situation optimisée aux micro-organismes

afin de dégrader efficacement les contaminants du sol (Riseh et al., 2023 ). Les techniques les

plus importantes comprennent le labourage, le compostage, les tas de compost et les

bioréacteurs (Saygal et Ahmed, 2021).

11.4.3.Les technologies de bioremédiation

Les technologies de bioremédiation sont présentées dans le tableau suivant :

Bioaugmentation

Les biofiltres

La biotransformation

La biostimulation

La bioventilation

Tableau 1 : Technologies de bioremédiation.

La bioaugmentation consiste a ajouter des micro-organismes
dégradant les polluants  (naturels/exotiques/génétiqguement
modifiés) pour augmenter la capacité de biodégradation des
populations microbiennes indigénes dans la zone contaminée
(Abatenh et al., 2017).

sont une méthode visant a dégrader les polluants présents dans les
émissions industrielles en immobilisant les communautés
microbiennes pour qu'elles se développent a la surface solide.
Lorsque I'air contenant des polluants toxiques est filtré a travers les
biofiltres, il est adsorbé par les biofilms microbiens et dégradé
(Kumar et al., 2018).

Les microbes peuvent transformer les métaux et les métalloides par
des réactions d'oxydoréduction et de méthylation. Ces réactions
peuvent modifier la mobilité des métaux et réduire leur toxicité,
offrant ainsi des applications en bioremédiation (Jobby et al.,
2017).

consiste a stimuler les populations microbiennes indigenes
présentes dans les sols ou les eaux souterraines, et peut étre réalisée
soit in situ soit ex situ (Zouboulis et Moussas, 2011).

est une technique qui implique la stimulation contrélée du flux d'air
en apportant de I'oxygéne a la zone non saturée (zone vadose) afin
d'augmenter la bioremédiation en favorisant les activités des micro-
organismes indigenes (Azubuike et al., 2016).
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Le compostage est un processus de traitement aérobie et thermopbhile ; il peut étre
réalisé en utilisant des tas statiques, des tas aérés ou des réacteurs a
alimentation continue ; il est économique mais nécessite un temps
de traitement prolongé (Zouboulis et Moussas, 2011).

La culture sur sol est un systeme de traitement en phase solide pour les sols
contaminés ; elle peut étre réalisée in situ ou dans une installation
construite (Zouboulis et Moussas, 2011).

Le biopilage consiste a excaver les sols contaminés, a les mélanger avec des
amendements du sol, puis a les placer sur une zone de traitement
ou la bioremédiation est réalisee en utilisant une aération forcee. Le
dioxyde de carbone et l'eau sont produits aprés que les
contaminants ont été réduits (Choudhary et al., 2017).

Le biosparging est une méthode similaire au bioventilation qui utilise I'oxygene et
les nutriments pour stimuler I'activité métabolique des micro-
organismes indigenes localisés dans la zone saturée de
contaminants (Kumar et al., 2018).

Les bioréacteurs impliquent le traitement de matériaux solides contaminés (sol,
sédiment, boue) ou d'eau a travers un systéeme de confinement
congu (Choudhary et al., 2017).

11.4.4. Les Micro-Organismes : acteurs clés de la bioremédiation

De nos jours, les micro-organismes ont retrouvé leur importance en raison de leurs
applications diverses dans le sol, car ils comprennent des méthodes de rémédiation réalisables
pour résoudre et restaurer I'état ordinaire du sol (Mohan et al., 2022).

Les micro-organismes utilisés dans la bioremédiation peuvent étre indigenes ou non
indigénes et peuvent étre introduits sur les sites contaminés de différentes manieres.
L'utilisation de micro-organismes indigénes dans les environnements contaminés est I'approche
la plus importante pour résoudre les problémes liés a la biodégradation et a la bioremédiation
des polluants (Riseh et al., 2023 ).

La plupart des processus de bioremédiation sont réalisés dans des conditions aérobies,
mais I'exécution d'un systeme dans des conditions anaérobies peut permettre aux organismes
microbiens de dégrader des molécules autrement récalcitrantes. Les organismes aérobies
dépendent de lI'oxygéne pendant leur activité de croissance. Ce sont des processus continus
connus sous le nom de respiration cellulaire, qui utilisent de I'oxygene pour oxyder des substrats
comme les acides gras issus du pétrole afin d'obtenir de I'énergie. Des exemples de bactéries
aérobies dégradatrices sont Pseudomonas, Sphingomonas, Rhodococcus, Alcaligenes et
Mycobacterium (Sayqal et Ahmed, 2021).
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Les micro-organismes modifient I'état ionique des métaux lourds, ce qui influence la
solubilité, la biodisponibilité et le déplacement dans le sol ainsi que dans l'environnement
aquatique. La mobilisation ou l'immobilisation des métaux lourds aide a la remédiation
microbienne, qui est ensuite suivie par I'oxydation-réduction, la chélation, la modification du
complexe métallique et la biométhylation. La catalyse enzymatique par les microbes solubilise
les métaux avec un état d'oxydation plus éleve a un état d'oxydation plus faible, par exemple,
Thiobacillus ferrooxidans et T. thiooxidans sont responsables de I'oxydation enzymatique de
I'uranium. L'isolement des micro-organismes responsables de la dégradation des métaux lourds
pourrait également aider a transporter les métaux lourds en utilisant des mécanismes de

transport liés a la membrane et les transformer en formes non dangereuses.

Les micro-organismes utilisent des processus comme la biosorption, la bioaccumulation,
la biotransformation et la biolixiviation pour rester en vie dans un environnement pollué par les
métaux (Pande et al.,2022).

Selon I'étude menée par Blaylock et al., (1997), la bioremédiation, comparée a d'autres
méthodes conventionnelles (excavation et mise en décharge) dans le traitement d’une acre de
sol contaminé par le plomb (Pb), s'est révélée rentable car elle permet d'économiser environ 50

a 60 % des co(ts.

Cependant, dans le processus de bioremédiation, la croissance et le métabolisme des
micro-organismes dépendent largement de certaines adaptations environnementales telles que

la température appropriée, le pH et I'humidité (Mohan et al., 2022).
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Figure 3 : Mécanismes impliqués dans l'absorption des métaux lourds par un systeme
microbien (Syed et al., 2023)
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11.4.4.1. Intégration des OGM dans la Bioremédiation

Avec les évolutions récentes dans le domaine de la biotechnologie, I'utilisation
d'organismes génétiquement modifies (OGM) pour la bioremédiation est en plein
développement. Ces organismes, capables pour persister au divers stress liés a I'accumulation
de polluants, sont le fruit de la technologie de I'ADN recombinant développée dans de

nombreux laboratoires a travers le monde (Perera et Hemamali, 2022).

Cependant, leur introduction dans les terres agricoles peut perturber la structure normale
du microbiome du sol et catalyser le processus de dégradation en raison de modifications dans
leurs voies métaboliques, entrainant une sécrétion accrue de biomolécules favorisant la
bioremédiation (Rebello et al., 2021).

Le génie génétique, en éditant des genes individuels, en construisant des voies
métaboliques et en modifiant les séquences génétiques, est primordial dans développement des
OGM pour la bioremédiation, avec un intérét particulier sur la modification des étapes
limitantes des processus métaboliques (Pande et al., 2022). Parallélement, la compréhension
approfondie des extrémophiles et de leurs caractéristiques génétiques, physiologiques et
métaboliques est cruciale pour élaborer des stratégies efficaces de bioremédiation (Perera et
Hemamali, 2022).

Les OGM offrent la possibilité de décontaminer les sols des métaux lourds tels que le Cd,
I'As, le Cu, le Hg et le Ni. Les chercheurs ont réussi a modifier génétiquement les transporteurs
membranaires microbiens pour améliorer la bioremédiation de ces métaux, en exploitant des

mécanismes de liaison et de transport.

Les transporteurs et les mécanismes de liaison jouent un réle crucial dans ce contexte de
bioremédiation des métaux lourds, des que les métaux lourds entrent dans la cellule, de
nombreuses phytochélatines, métallothionéines et polyphosphates travaillent ensemble pour la
séquestration des métaux lourds et le changement des systemes d'importation-stockage des
métaux lourds des micro-organismes pourrait renforcer leur capacité a extraire les métaux
lourds de I'eau et du sol (Pande et al., 2022).

Dans une étude récente, l'utilisation de Pseudomonas fluorescens génétiquement

modifiées pour la dégradation des biphényles polychlorés n'a eu aucun impact significatif sur
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la structure et la fonction de la communauté bactérienne par rapport aux changements
provoqués par d'autres facteurs biotiques et abiotiques, soulignant la sécurité de cette approche
(Rebello et al.,2021).

Par ailleurs, L'application d'E.coli a été reconnue en tant que bactérie recombinante
possédant une capacité accrue d'absorption des métaux, car la bactérie a une surface accrue par
unité de masse cellulaire, ce qui facilite I'absorption de plus de métal a partir de solutions. De
plus, il a été observe que le systéme présente ses propres avantages par rapport aux bactéries a
Gram négatif. Le processus de translocation ne se produit qu’a travers une membrane. Pendant
le processus de translocation, les bactéries a Gram positif sont plus rigides avec une sensibilité
minimale au stress en raison de la présence d'une paroi cellulaire épaisse qui peut entourer les
cellules microbiennes, ce qui rend le processus de bio-adsorption plus faisable (Adetunji et
Anani, 2021).

11.4.5.Bioremédiation limitations et défis

Bien que la bioremédiation soit souvent considérée comme la méthode la plus simple, la
moins colteuse et respectueuse de l'environnement, elle présente néanmoins certaines
limitations. L'une des principales limites de la bioremédiation est sa durée prolongée pour
atteindre les concentrations cibles de polluants. Ce processus est connu pour sa lenteur,
nécessitant généralement un temps de traitement plus long que d'autres méthodes de
remédiation (Azubuike et al., 2016 ; Kumar et al., 2018).

Pour mettre en ceuvre la bioremédiation in situ avec succes, il est impératif que le site
dispose d'un sol a haute perméabilité. En cas d'utilisation d'un processus ex situ, le contrdle des
composés organiques volatils peut s'avérer difficile (Kumar et al., 2018). De plus, la
bioremédiation bactérienne peut étre limitée par les conditions environnementales, la
disponibilité des nutriments pour la croissance bactérienne et la présence d'autres polluants
(Azubuike et al., 2016 ; Batch, 2022).

Tout d'abord, les bactéries sont sensibles a la température et au pH dans I'environnement.
Les températures extrémes peuvent altérer la membrane cellulaire, diminuant I'efficacité de la
capacité des bactéries a effectuer la biosorption. Pendant ce temps, le pH affecte les charges a
la surface cellulaire des bactéries, ce qui peut influencer les mécanismes de retrait du plomb de
I'environnement. Par exemple, le plomb avec des niveaux de pH plus élevés a plus de chances
d'adsorber a la surface de la cellule tandis qu'avec un faible pH, le plomb devient soluble,
pénétrant dans la cellule et altérant les fonctions bactériennes telles que les réactions
métaboliques (Batch, 2022).
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Deuxiémement, la disponibilité des nutriments est importante car pour que les bactéries
éliminent efficacement le plomb des sols, elles doivent avoir une croissance et une reproduction
adéquates. Ces nutriments essentiels a leur survie comprennent le glucose, I'azote et d'autres
qui aident a augmenter la capacité des bactéries a ne pas étre affectées toxiquement par le
plomb. Enfin, la présence d'autres produits chimiques toxiques auxquels la bactérie n'est pas
adaptée pourrait affecter I'efficacité de lI'absorption du plomb par la bactérie. Par conséquent, le
site de sol contaminé doit d'abord étre examiné pour d'autres produits chimiques
potentiellement toxiques, puis une espéce bactérienne doit étre choisie avant sa mise en ceuvre
(Batch, 2022).
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I11.1. Bactéries promotrices de croissance des plantes (PGPR)

Les bactéries promotrices de croissance des plantes (PGPR) sont des micro-organismes
présents dans la zone du sol pres des racines, appelée la rhizosphere. Résidant autour ou sur la
surface des racines des plantes et aident a favoriser leur croissance et leur développement. Les
PGPR sécrétent des substances qui stimulent la croissance des plantes, les rendant plus
résistantes aux stress et améliorant leur capacité a absorber les nutriments du sol (Kumar et al.,
2021 ;Vocciante et al., 2022 ; Agarwal et al., 2023 ; Hnini et al 2024).

I11.2. Classification des PGPR
La classification des PGPR repose sur divers criteres, notamment le degré de proximité, le

mécanisme d'action et la fonction.
111.2.1. Le degré de proximité

Selon le degré de proximité bactérienne par rapport aux racines et I'intimité de I'association,
les PGPR sont divisés en PGPR extracellulaires, présents dans le sol de la rhizosphére ou entre
les cellules des racines, et les PGPR intracellulaires, qui sont présents a I'intérieur des cellules
racinaires dans des structures nodulaires spécialisées (Agarwal et al., 2023). On appelle ceux
qui sont trouveés associés aux racines les PGPR. lls sont également présents dans la rhizosphére,

sur les feuilles (phyllosphére) ou a I'intérieur de la plante (endosphere).

Les endophytes (PGPE) sont généralement les plus efficaces pour soutenir la croissance ;
étant a l'intérieur des tissus de la plante, ils peuvent communiquer avec la plante hote et exercer
leur effet bénéfique de maniere beaucoup plus efficace. De plus, les PGPE, protégés de
I'environnement externe, sont beaucoup moins soumis aux variations biotiques et abiotiques
chimico-physiques fréquentes du sol. Les bactéries endophytes proviennent de I'écosysteme de
la rhizosphére entourant les racines et pénetrent dans les tissus végétaux principalement en
utilisant des fissures naturelles créées dans les racines lors de la croissance (Vocciante et al.,
2022).

111.2.2. Le mécanisme

111.2.2.1. Les mécanismes directs

Les mecanismes directs impliquent l'utilisation par les bactéries de traits qui favorisent
directement la croissance des plantes, notamment la production et la sécrétion de diverses
substances chimiques régulatrices, d'hormones et de sidérophores dans la zone de la

rhizosphere. Les PGPR facilitent ainsi la croissance des plantes en favorisant I'acquisition de
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ressources ou en modifiant les niveaux d'hormones végétales (Vocciante et al., 2022 ; Agarwal
et al., 2023).

Les mécanismes directs les plus importants et les plus étudiés comprennent la fourniture de
nutriments minéraux tels que l'azote, le phosphore et le fer, ainsi que de phytohormones telles
que les auxines, les cytokinines et les gibbérellines. Les PGPR sont capables de fixer I'azote
atmosphérique et de le rendre disponible pour les plantes, de solubiliser le phosphate pour en
augmenter la biodisponibilité, et de convertir le fer pour le rendre accessible aux plantes. De
plus, ils produisent des phytohormones qui stimulent la germination des grains, la croissance
des racines, des tiges et des feuilles, tout en régulant les niveaux d'éthyléne pour éviter les effets

néfastes du stress (Alves et al., 2022).

111.2.2.2. Les mécanismes indirects

La promotion de la croissance des plantes par divers PGPR est bien documentée, a la fois
par des processus indirects (Jadhav et al., 2024). Les mécanismes indirects sont définis comme
des activités inhibitrices lorsque les PGPR entravent I'effet négatif des organismes pathogenes
(stress biotique) en produisant des composés antibiotiques, tels que des sidérophores, des
enzymes lytiques et du cyanure d'hydrogene, qui agissent comme des allélochimiques pour
défendre contre les pathogénes. Ces composés peuvent également contribuer a la décomposition
de la matiere organique et a l'augmentation de la disponibilité des nutriments (Alves et al.,
2022;Vocciante et al., 2022). De plus, les bactéries induisent une résistance systémique qui
permet aux plantes de réagir de maniére plus efficace contre les pathogénes. En outre, certaines
bactéries peuvent simplement évincer les pathogénes en compétition pour les ressources et la

colonisation de la rhizosphére (Agarwal et al., 2022).
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Direct PGPR mechanisms Indirect PGPR mechanisms
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Figure 4 : Mode d'action des PGPR indiquant des effets directs et indirects dans
I'amélioration de la croissance des plantes et la suppression des phytopathogénes (Hyder et
al., 2023).

111.2.3. La fonction

Les PGPR peuvent étre divisés en fonction de leur fonctionnalité en tant que biofertilisants,
qui augmentent la disponibilité des nutriments, des phytostimulateurs, qui favorisent la
croissance par sécrétion de phytohormones, des rhizorémédiants, qui dégradent les polluants
organiques, et des biopesticides, qui tuent les micro-organismes nuisibles en sécretant des
métabolites antimicrobiens antifongiques (Agarwal et al., 2022).

111.3. PGPR et stress

Différents types de stress abiotiques, tels que la salinité, la sécheresse, les métaux lourds,
I'engorgement en eau, la température, la contamination de I'eau, les polluants atmosphériques,
etc., ainsi que les stress biotiques comme la pathogénicité, les mauvaises herbes, les parasites,
etc., sont présents dans I'environnement. En interagissant avec les plantes, les PGPR les aident
a atténuer a la fois les stress abiotiques et biotiques (Kabiraj et al., 2020).
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Les plantes sont genéralement trés sensibles aux métaux toxiques, et méme une légere
exposition & ces métaux peut entrainer divers symptémes physiologiques néfastes. Un exces de
métaux lourds peut ainsi inhiber la germination des grains, entraver la croissance des semis,
endommager les systemes membranaires et les enzymes antioxydantes, et méme provoquer des
aberrations chromosomiques, voire la mort des plantes dans les cas les plus graves (Feng et al.,
2021).

Les PGPR sont des microorganismes bénéfiques qui non seulement améliorent la croissance
des plantes mais leur conférent également une résistance au stress metallique. Leur application
dans le sol agricole est largement soutenue, avec de multiples études soulignant leurs effets
positifs sur les plantes (Jalmi et Sinha, 2022 ; Hnini et al., 2024).

L'accumulation de niveaux élevés de ROS (especes réactives de I'oxygene) dans les cellules
veégétales est responsable de dommages oxydatifs qui perturbent I'équilibre cellulaire et peuvent

compromettre la santé des plantes (Bhattacharyya et al., 2020).

Le stress abiotique entraine la production de ROS dans les plantes, nécessitant un équilibre
entre leur formation et leur élimination pour assurer une croissance appropriée. Les enzymes
antioxydantes telles que la SOD, la POD et la catalase, ainsi que des composés comme la
proline, jouent un réle crucial dans la réduction de lI'accumulation de ROS, préservant ainsi
I'intégrite cellulaire et protégeant la plante contre I'oxydation (Nivethaet al ., 2021; Zainab et
al., 2021).

Pour contrer ces effets néfastes, les souches de PGPR interviennent en réduisant la
production de ROS gréce a la synthese d'une variété d'antioxydants, tant enzymatiques que non
enzymatiques. Elles contribuent ainsi a maintenir un équilibre optimal de ROS dans les cellules
végétales. Ces PGPR jouent également un réle essentiel dans la réduction de la toxicité des
métaux lourds en les rendant moins nuisibles, en modulant leur biodisponibilité dans le sol et
en controlant les populations de phytopathogénes. De plus, ils renforcent le systéme antioxydant

des plantes, augmentant ainsi leur capacité a tolérer le stress métallique (Feng et al., 2021).

Plusieurs souches de PGPR, telles que Rhizobium sp. RP5 et Pseudomonas sp. CPSB21,
stimulent la production d'enzymes antioxydantes chez les plantes en conditions stressantes, ce
qui aide a atténuer les effets du stress. De plus, certains PGPR sont capables de convertir les
métaux lourds en formes moins toxiques et de les séquestrer a l'intérieur des cellules
bactériennes par des processus d'oxydation-réduction. Certains PGPR facilitent également la
phyto-volatilisation des métaux lourds, favorisant ainsi leur conversion en formes moins

toxiques a l'intérieur des plantes (Hnini et al., 2022).
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Une autre étude a montre que l'inoculation de souches de PGPR tolérantes aux metaux
lourds chez S. seshan, telles que B. xiamenensis et B. gibsonii, a augmente l'activité
antioxydante, incluant la SOD, la POD et la teneur en proline, par rapport aux plantes non
immunisées. Cette inoculation améliore le systeme antioxydant, permettant a la plante de

surmonter les effets nocifs des métaux lourds (Zainab et al., 2021).

I11.4. PGPR et ’effet ISR

Chez les plantes, la préparation de la défense peut également étre due a des mécanismes de
signalisation de résistance induite, qui impliquent la SAR (résistance systémique acquise) et la
ISR (résistance systémique induite) par une signalisation a longue distance dans les parties

distales pour renforcer la capacité défensive contre les pathogéenes (Bukhat et al., 2020).

Les deux types de résistance induite rendent les parties non infectées de la plante plus
résistantes a l'attaque des pathogénes dans plusieurs espéces vegétales. La résistance est induite
par les rhizobactéries via la voie du SAR (Rehman et al., 2020), ce qui induit I'accumulation
des protéines liées a la pathogeneése (PR) et de I'acide salicylique, tandis que I'ISR dépend des
voies régulées par I'acide jasmonique et I'éthyléne (Khoshru et al., 2020). L'ISR régule les
niveaux d'éthyléne et de jasmonate qui restaurent le mécanisme de résistance latent chez la
plante hote. Un réseau de signalisation en cascade contréle la réponse ISR chez les plantes et

ces signaux sont régulés par des phytohormones (Rawat et al., 2020).

L'ISR initie de multiples mécanismes de défense potentiels, notamment en augmentant
l'activité de la chitinase, de la 3-1,3 glucanase et de la peroxydase; en accumulant des substances
antimicrobiennes a faible poids moléculaire telles que les phytolexines; et en formant des
biopolymeres protecteurs, tels que la lignine, la callose et les glycoprotéines riches en
hydroxyproline (Manoj et al., 2020). L’ISR active les réponses de défense des plantes par
I'action de différents éliciteurs PGPR, tels que les acides organiques, les sidérophores, les

liposaccharides et les hormones (Hyder et al., 2023).

La reconnaissance de ces éliciteurs par la plante déclenche des cascades de signalisation de
défense, conduisant a I'expression de genes liés a la défense. Une fois que les voies de
signalisation de défense sont activeées, les plantes commencent a produire des composés liés a
la défense, tels que les protéines PR, les phytoalexines et les especes réactives de I'oxygene
(ROS) (Zaib et al., 2023).
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Il a été constaté que les PGPR peuvent achever le processus d'ISR en augmentant I'activité
des enzymes antioxydantes. Sous I'effet du stress des métaux lourds, les cellules végétales
liberent un exces de ROS, entrainant des dommages oxydatifs. Cependant, les PGPR favorisent
la synthése de diverses enzymes antioxydantes par les cellules végétales pour résister a ces
dommages oxydatifs, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la peroxydase (POD), la
catalase (CAT), lI'ascorbate peroxydase (APX), etc., ce qui peut éliminer efficacement les ROS
des cellules végétales et favoriser la croissance des plantes (Manoj et al., 2020).

I11.5. Les EPS des PGPR

L'élimination des métaux lourds par la biomasse microbienne, en particulier les souches de
Pseudomonas, est un sujet d'étude important. L'utilisation de substances extracellulaires
polymériques (EPS) bactériennes, y compris les EPS purifiées, est prometteuse pour la
remédiation des eaux contaminées en raison de leur capacité a adsorber et a floculer

efficacement les ions métalliques (Balikova et al., 2022).

Ces EPS constituent un mélange complexe de polymeres de poids moléculaire élevé qui
sont des agrégats microbiens, largement responsables de la liaison des cellules avec d'autres
matériaux particulaires (Siddharth et al., 2021). Elles sont produites de maniére microbienne
par sécrétion bactérienne active, élimination de matériau en surface des cellules et lyse
cellulaire, et s'accumulent dans la boue (Wei et al., 2017). Les protéines, les glucides, les
hétéropolymeres et les acides nucléiques sont les principaux constituants des EPS, représentant
50 a 90 % du carbone organique total dans une biomasse de boue (Wei et al., 2017; Manoj et
al., 2020).

La matrice des EPS contient plusieurs groupes fonctionnels tels que les groupes carboxyle,
phosphorique, amine et hydroxyle qui peuvent interagir avec des especes cationiques en
solution et représentent donc des sites potentiels de liaison des métaux (Pagliaccia et al., 2021).
Les propriétés des EPS sont la mobilisation ou I'immobilisation des métaux toxiques en se liant
avec des métaux lourds tels que le plomb, le cadmium et I'uranium. Les interactions avec les
ions de métaux lourds sont le résultat direct de la liaison avec les groupes fonctionnels chargés
négativement des substances polymériques supplémentaires. Ces groupes comprennent des
acides phosphate, hydroxy, succinyle et uronique. Les EPS, produites par certains microbes,
induisent la formation de biofilms en réponse a I'exposition a des métaux lourds toxiques (Singh
etal., 2019).

41



Chapitre 111 : Les PGPR et les Siderophores de Pseudomonas : comme outils de Bioremédiation

Le phénomeéne de formation de complexes est di a la formation d'une interaction hydrophile
entre le métal lourd et les groupes acide carboxylique/phosphore des EPS, tandis que
I'interaction hydrophobe aide a intégrer le métal lourd sur la surface des EPS. De plus, la valeur
de pH du milieu joue un role décisif dans la formation de complexes organométalliques, car

elle détermine la distribution des charges a la surface des EPS (Manoj et al., 2020).

Les EPS produits par Pseudomonas aeruginosa démontrent une capacité efficace a lier le
cuivre(ll), empéchant ainsi son acces au cytoplasme. L'optimisation de la production d'EPS par
cette souche représente une stratégie prometteuse pour la rétention du cuivre. Des études ont

rapporté que jusqu'a 26 mg d'EPS peuvent étre obtenus (Balikova et al., 2022).

I11.6. Les sidérophores

Les sidérophores sont un groupe de métabolites secondaires produits par diverses bactéries,
champignons, levures et certaines plantes (monocotylédones) pour chélater le fer du milieu
environnant en réponse a la rareté du fer (Ozdemir et al., 2023; Deb et Tatung, 2024).
Les sidérophores sont des chélateurs d'ions fer de haute affinité et spécificité, avec un poids
moléculaire de moins de 10 kDa (Passari et al., 2023; Deb, et Tatung, 2024). Ces molécules
de faible poids moléculaire, genéralement comprises entre 200 et 2000 Da, présentent une forte
affinité de liaison pour le fer (111), avec une constante de liaison (kf > 10%°) (Schalk et al., 2020).
Le terme «sidérophore» dérive du mot grec «Siderophore» signifiant «transporteur de fer» et a
été isolé pour la premiére fois pendant les années 1949-1952 par Neilands (Deb et Tatung,
2024).

Initialement découverts comme des facteurs de croissance, les sidérophores tels que la
myobactine, la ferrichrome et la coprogene ont suscité I'intérét de chercheurs comme Garibaldi
et Neilands. Ils ont étudié leur mode d'action, améliorant la production de ferrichrome A en
inoculant des organismes producteurs dans des milieux déficients en fer. Dans les années 1960,
des scientifiques ont identifié les ferrioxamines et la ferrimycine, et ont élucidé la structure de
la DFO B. Plus tard, Emery et Neilands ont détaillé les structures de la ferrichrome et de la
ferrichrome A. A ce jour, plus de 500 sidérophores ont été répertoriés, dont 270 ont été

structuralement caractérisés (Sarvepalli et al., 2024).
111.6.2. Classification des siderophores

La classification des siderophores est basée a la fois sur I'organisme producteur et sur leur
structure chimique. En ce qui concerne I'organisme producteur, les siderophores peuvent étre

produits par divers types d'organismes tels que les bactéries, les champignons, les plantes, les
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cyanobactéries et les organismes marins (Vineeth et al., 2023). En ce qui concerne la structure
chimique, les sidérophores peuvent étre classés en différentes catégories en fonction de leurs
caractéristiques structurales, de leurs groupes fonctionnels et des types de ligands (Debet

Tatung; Sarvepalli et al., 2024).

Par ailleurs, les sidérophores sont classés d'aprés la nature de 1’organisme producteur et la

nature chimique.
111.6.2.1.Classification selon I’organisme producteur
111.6.2.1.1. Origine végétale

Les phytosidérophores (PS) sont des exsudats racinaires libérés par les espéces de
graminees (Poaceae) qui jouent un rdle central dans la nutrition des plantes en fer (Fe)
(Spiridon et al., 2023). Ces composés, connus sous le nom de famille des acides muginéiques
(MAS), sont secrétés depuis la surface des racines jusqu'a la rhizosphére pour solubiliser le fer
insoluble dans les sols. Les MAs solubilisent également les oxydes ferriques localisés dans
I'apoplaste des racines (Yoneyama, 2021).

Ces complexes sont constitués de deux amine-N, deux carboxylate-O et un site d'o-
hydroxy-carboxylate, créant une structure octaédrique compacte ou I'atome de fer (I11) central
reste lié (Vineeth et al., 2023). Ainsi, les plantes graminées ont développé un systeme
spécifique de captation du fer exclusivement en formant des complexes Fe-MAs. Cependant,
en raison de la sécrétion limitée de MAs, certaines cultures de graminées telles que le riz et le
mais sont sensibles a la pénurie de fer et a la chlorose sévére qui en résulte, tandis que les
espéces tolérantes a la carence en fer telles que I'orge sécrétent de grandes quantités de MAs
(Yoneyama, 2021).

111.6.2.1.2. Origine fongique

Les siderophores fongiques jouent un réle primordial dans I'absorption, le transport et le
stockage du fer, ce qui est crucial dans diverses conditions telles que la carence en fer, la défense
antioxydante, la compétition microbienne et la virulence chez 'nomme. Des études récentes ont
mis en lumiére I'importance des siderophores et de leurs voies de biosynthése dans le traitement
et le diagnostic de diverses infections fongiques, ce qui fait des cibles géniques et protéiques
associees a ces voies des composants clés dans le traitement des maladies fongiques (Prabahar
etal., 2021).
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Aspergillus fumigatus et A. nidulans produisent 55 sidérophores qui présentent une certaine
similitude. A. fumigatus utilise les sidérophores hydroxamates fusarinine C et triacetyl
fusarinine C pour capturer le fer extracellulaire, ferricrocine pour la distribution et le stockage
intracellulaires du fer, et hydroxyferricrocine pour le stockage du fer conidial, la germination

et la résistance au stress oxydatif (Vineeth et al., 2023).

La plupart des especes d'Ascomycota et de Basidiomycota produisent des sidérophores de
type hydroxamate, présentant une variété structurelle remarquable spécifique a I'espece. En
revanche, les Mucoromycota ne produisent pas de sidérophores de type hydroxamate, mais
produisent un sidérophore de type carboxylate, appelé rhizoferrine, isolé a I'origine de Rhizopus
microsporus. La rhizoferrine présente une affinité significativement plus faible pour le fer que
les hydroxamates. La biosynthése de la rhizoferrine dépend d'une synthétase indépendante des

peptides non ribosomiques (NRPS) (NIS) chez Rhizopus delemar (Happacher et al., 2023).
111.6.2.1.3. Origine bactérienne

Le fer est un nutriment vital pour les cellules, agissant comme un transporteur d'oxygeéne
dans le corps humain. Cependant, un exces de fer peut augmenter le risque de cancer en
produisant des espéces réactives de I'oxygene (Khasheii et al., 2021). Dans le contexte du
cancer, les cellules malignes ont des besoins significativement plus élevés en fer en raison de
leur taux de réplication élevé. Ainsi, la diminution des concentrations de fer dans
I'environnement cellulaire avec l'utilisation de sidérophores a montré une réduction de la

prolifération et de la croissance tumorale (Passari et al., 2023).

Des études ont évalué I'impact des sidérophores bactériens, tels que I'exochéline-MS et le
mycobactim de Mycobacterium smegmatis, ainsi que la desféroxamine B (MPO) extraite de S.
pileux, sur la prolifération cellulaire. Les résultats ont révélé une diminution significative de la
réplication des cellules cancéreuses du sein, du foie et de la leucémie, a des concentrations qui
n‘ont pas affecté la croissance des cellules normales. Ces observations suggerent un potentiel
thérapeutique des sidérophores dans le traitement de certains cancers (Passari et al., 2023).

De plus, les sidérophores bactériens peuvent également étre bénéfiques pour
I'environnement. des résultats indiquent que Pseudomonas monsensis RMC4 présente une forte
production de sidérophores et de pyoverdine, ainsi qu'une capacité de complexation du fer plus
élevée, ce qui en fait un excellent candidat pour étre utilisé comme biofertilisant en fer et pour

mobiliser le fer dans le sol. De plus, la découverte que le génome code de nombreux autres
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traits favorisant la croissance des plantes souligne son utilisation potentielle comme inoculant

agricolepolyvalent (Lozano-Gonzélez et al., 2023).

Cependant Les sidérophores peuvent également étre un facteur de pathogénicité, comme
cela a été observé chez certaines especes. Ces chélateurs jouent un réle critique dans
I'acquisition du fer tout au long du cycle de vie de P. aeruginosa. Etant donné la signification
cliniqgue de P. aeruginosa et les défis poses par sa multirésistance aux médicaments,
comprendre son métabolisme du fer, en particulier le réle des sidérophores, devient crucial
(Song et al., 2024).

111.6.2.2. Classification selon la structure chimique
111.6.2.2.1. Les Hydroxamates

Les hydroxamates sont couramment trouvées dans un groupe de sidérophores dans un
environnement qui se compose d'alkylamines hydroxylées et acylées, notamment la N6-acyl-
N6-Hydroxyl lysine ou la N5-acyl-N5-Hydroxyl ornithine chez les bactéries (Sarvepalli et al.,
2024). lls possedent des groupes fonctionnels C(=O)N-(OH)R, ou R est un acide aminé ou son
dérivé, responsable de la chélation du fer (Khasheii et al., 2021; Timofeeva et al., 2022;
Sarvepalli et al., 2024).

Chaque sidérophore est capable de former des ligands hexadentés et des complexes
octaédriques avec les ions Fe(l11). Lorsque I'nydroxamate se combine avec Fe(l1l), son groupe
fonctionnel perd un proton du groupe hydroxylamine (-NOH) pour former un ligand bidenté.
La bactérie Bacillus megaterium ATCC 19213 est connue pour produire deux sidérophores
hydroxamates (schizokinene et N-désoxyshizokinéne) dans des conditions limitées en Fe
(Timofeeva et al., 2022).

Chaque groupe hydroxamate fournit deux atomes d'oxygene formant un ligand bidenté avec
le fer, ce qui donne un complexe octaédrique hexadenté avec l'ion ferrique. La constante de
liaison pour ces complexes se situe généralement entre 102 et 1032 MY(Vineeth et al., 2023).
Le premier groupe de ces sidérophores est le ferrichrome produit par le champignon Ustilago
sphaerogena. D'autres sidérophores hydroxamates sont I'nydroxamate, la desferrioxamine B, E
et G, I'aérobactine (portant en fait des groupes citrate et hydroxymate), et la ferribactine libérée

par Pseudomonas fluorescens (Khasheii et al., 2021).
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Il a été rapporté que des bactéries marines produisent des ensembles de sidérophores
amphiphiles issus de différents genres de bactéries mais avec un groupe peptidique unique pour
la coordination avec Fe(lll), tels que les amphibactines et les marinobactines. Vibrio sp. R-10
produit des amphibactines ayant de longues appendices d'acides gras (C14 a C18) qui sont

insaturés, saturés, hydroxylés, et un groupe peptidique court (Sarvepalli et al., 2024).

111.6.2.2.2. Les Catécholates

Les sidérophores de type catécholate se lient a I'ion Fe(l1l) par des groupes hydroxyle ou
catécholate. Lors de la chélation avec Fe(lll), un complexe hexadenté-octaédrique est formé,
avec deux atomes d'oxygene de chaque groupe catécholate impliqués. Tous les sidérophores de
type catécholate sont des dérivés de I'acide salicylique ou de I'acide 2,3-dihydroxybenzoique
(2,3-DHBA) (Timofeeva et al., 2022). Les catécholates se trouvent uniquement chez les
bactéries (Khasheii et al., 2021).

Le groupe hydroxyle du sidérophore coordonne avec Fe*® pour former un complexe
octaédrique hexadenté. La stabilité du complexe, la résistance au pH naturel et la lipophilicité
sont des propriétés uniques des catécholates (Sarvepalli et al., 2024).

Les principaux sidérophores catécholates incluent I'entérobactine, la bacillibactine et la
vibriobactine. Le groupe catécholate des sidérophores forme également un complexe
octaédrique hexadenté en prenant deux atomes d'oxygene pour chélater le fer (Khasheii et al.,
2021). D'autres incluent la bacillibactine, produite par différentes espéces de Bacillus, la
aminochéline, l'azotochéline et la protochéline, produites par Azotobacter vinelandii. La
bacillibactine et la protochéline sont des sidérophores tri-catécholate, tandis que I'azotochéline
est un di-catécholate ; et la aminochéline est un sidérophore mono-catécholate (Soares, 2022).

111.6.2.2.3. Les Carboxylates

Les sidérophores de type carboxylate constituent une nouvelle classe qui n'est ni de type
hydroxamate ni de type catécholate ; ils ont plutdt une structure carboxylique et sont produits a
la fois par des bactéries et des champignons (Khasheii et al., 2021). Ils se lient au Fe via des
groupes carboxyle et hydroxyle. Ces sidérophores de type carboxylate n‘ont pas eté décrits dans
la littérature pour les PGPB (Timofeeva et al., 2022).
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Quelques bactéries, comme le rhizobactin de Rhizobium meliloti, et certains champignons,
tels que organismes appartenant & la famille des Mucorales de Zygomycota, possédent des
groupes carboxylate (Vineeth, et al., 2023).

Le meilleur exemple de ce type de sidérophores est la structure de la rhizobactine, produite
par les rhizobiums. Elle posséde une structure d'acide éthylénediamine d-carboxylique et
hydroxycarboxyl comme chélateur du fer. La staphyloferrine A est libérée par Staphylococcus
hyicus et est un membre de cette famille ayant de la d-ornithine et deux acides citriques reliés
par deux liaisons amides. A pH acide, les sidérophores carboxylate sont plus efficaces pour
chélater le fer ferrique par rapport aux types catécholate et hydroxylate ; par conséquent, ils
sont utiles pour les microorganismes vivant dans des environnements acides. Cependant, on
prédit que les sidérophores carboxylate sont inhibés en compétition avec les sidérophores

catécholate dans I'exploration du fer dans le sang et le serum humains (Khasheii et al., 2021)
111.6.2.2.4. Les sidérophores type mixtes

Les sidérophores mixtes sont caractérisés par la présence d'une combinaison de groupes
hydroxy, carboxy et catécholates dans leur structure (Khasheii et al., 2021; Soares, 2022;
Vineeth et al., 2023). Un exemple notable est le pétrobactine, un sidérophore d'acide a-hydroxy
bis-catéchol produit par la bactérie marine dégradant le pétrole Marinobacter
hydrocarbonoclasticus. 1l s'agit du premier rapport démontrant la caractérisation structurale et
la photo-décarboxylation lors de la liaison des sidérophores au Fe*3. La fraction citryle du
pétrobactine se lie au fer et subit une décarboxylation rapide sous I'action de la lumiere solaire
et de l'eau de mer en surface, entrainant ainsi la décarboxylation des acides a-hydroxy et

I'oxydation du ligand pétrobactine-fer (Sarvepalli et al., 2024).

D'autres exemples incluent I'aérobactine, signalée chez des souches pathogenes d'E. coli,
Shigella flexneri et Klebsiella pneumoniae, ainsi que I'yersiniabactine, qui présente une affinité
modérée pour le fer et comprend des groupes phénolate, thiazole, oxazoline et carboxylate pour
la liaison au fer (Khasheii et al., 2021). Certaines espéces, comme Rhosococcus erythropolis,
produisent I'nétérobactine (Vineeth et al., 2023).

Les PVD appartiennent a la catégorie des types mixtes et constituent une famille de
sidérophores, avec plus de cent identifies. Ils se composent généralement d'un chromophore de
type dihydroxyquinoléine, d'une séquence peptidique et d'une chaine latérale acyle. Un exemple
notable est Pvdl, produit par Pseudomonas aeruginosa ATCC 15,692, qui présente un groupe

catéchol et deux groupes hydroxamate (Soares, 2022).
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111.6.3. La Pyoverdine

Les pyoverdines (PVD) sont des molécules fluorescentes produites par les bactéries du
genre Pseudomonas. Connu également au cours des dernieres décennies sous les noms de
fluorescéines et de pseudobactines, elles ont été découvertes pour la premiére fois en 1892
(Dell’Anno et al., 2022; Ghssein et Ezzeddine, 2022). Cependant, la compréhension de leurs
fonctions biologiques dans le métabolisme microbien est restée inconnue jusqu'en 1978, année
ou Meyer et Abdallah ainsi que Meyer et Hornsperger ont dévoilé leur réle dans l'acquisition
du fer. Par conséquent, d'un point de vue fonctionnel, les PVD appartiennent a la classe des
sidérophores (Dell’Anno et al., 2022).

Actuellement, plus de 100 pyoverdines sécrétées par différentes souches et especes de
Pseudomonas ont été identifiées (David et Geoffroy, 2020 ; Ghssein et Ezzeddine, 2022), ce
qui représente environ 20 % des sidérophores microbiens caractérisés (Ghssein et Ezzeddine,
2022). Les pseudomonades fluorescentes produisent les pyoverdines fluorescentes comme leurs
principaux sidérophores. Ces chélateurs sont produits par les bactéries pour accéder au fer
(Schalk et al., 2020).

Plus de 60 PVD ont été decrits parmi les especes de Pseudomonas, y compris Pseudomonas
fluorescens SBW25, qui favorise la croissance des plantes, le pathogene végétal Pseudomonas
syringae, et le pathogene humain Pseudomonas aeruginosa (Liu et al., 2021). La pyoverdine
est synthétisée via la synthése peptidique non ribosomique, impliquant une série d'enzymes
plutdt qu'un code génétique spécifique. Elle se compose de trois parties : un chromophore
conservé, un squelette peptidique variable de 6 a 12 acides aminés, et une chaine latérale
variable. Bien qu'une seule souche produise généralement des pyoverdines avec le méme
squelette peptidique, la variabilité apparait au niveau de la communauté, avec des souches

produisant différents types de pyoverdine (Kimmerli, 2023).
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Succinimid PVDII: Ser-FoOHOrn-Orn-Gly-Thr-Ser-cOHOrn
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Malamide y
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a-Ketoghutaric acid 3B19: Asp-FoOHOrn-Lys-(Thr-Ala-Ala-Lys-FOOHOrn-Lys)

3C16: Asp-Ala-Asp-AcOHOrn-Ser-cOHOrn

3D19: Ala-AcOHOrn-Gly-Gly-Ser-Ala-OHAsp-Thr

Figure 5 : Pyoverdine et sa diversité structurale chez Pseudomonas sp. (Kimmerli, 2023).

111.6.4. Pyoverdines et la chélation des métaux lourds

Les sidérophores ont la capacité de modifier le degré d'oxydation de divers métaux lourds,
tels que le Cd, le Cu, le Ni, le Pb, le Zn, ainsi que le Th, I'U et le Pu, les rendant ainsi moins
toxiques (Galyamova et Sedykh, 2022). lls se lient également a d'autres métaux toxiques
comme le Cr, le V et I'Al, ainsi qu'au Cd, au Ni, a I'As (I11, V), au Mg, au Zn, au Cu, au Co et
au Sr (Gupta et al., 2023).

En raison de leur capacité de liaison supérieure au fer par rapport aux autres métaux lourds,
les sidérophores présentent un intérét particulier dans la promotion de la croissance des plantes
soumises a un stress métallique (Galyamova et Sedykh, 2022). Par exemple, la pyoverdine,
un type de sidérophore, produit par la souche bactérienne P. fluorescence, augmente la mobilité
et réduit la toxicité des métaux lourds dans les mines d'uranium (Timofeeva et al., 2022).

De plus, la production de sidérophores par des bactéries telles que Pseudomonas
aeruginosa contribue a réduire la toxicité de I'aluminium (Inobeme et al., 2023). La souche de
laboratoire P. aeruginosa PAOL et I'isolat naturel Pseudomonas sp. 1502IPR-01 ont amélioré
la nutrition en fer et la biomasse des arachides en monoculture dans un sol normal. En revanche,
une souche mutante déficiente en sidérophore n'a eu aucun effet bénéfique sur les plantes,

soulignant le réle crucial de la pyoverdine dans I'amélioration de la nutrition en fer des
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arachides. Des résultats similaires ont été observés chez le mais, montrant une régulation a la
baisse du phytosidérophore en présence de Pseudomonas sp. 1502IPR-01 ou de sa pyoverding,
ce qui suggere un lien direct entre la pyoverdine et le métabolisme du fer des plantes (Wang et
al., 2024).

Chez les Streptomyceétes, la production de sidérophores stimule non seulement I'absorption
du fer, mais diminue également I'absorption du cadmium, ce qui contribue a la résistance des
plantes a la toxicité des métaux (Inobeme et al., 2023). En outre, la sécrétion de PVD par des
bactéries comme Pseudomonas aeruginosa augmente la résistance de la souche au Cd(Il)
(Soares, 2022 ; Mei et al., 2024). Ces résultats montrent que les sidérophores jouent un réle
crucial dans la régulation de la biodisponibilité des métaux lourds dans le sol, contribuant ainsi

a la croissance et a la santé des plantes (Timofeeva et al., 2022).
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IV.1. Zone d’étude
IV.1.1. Choix de la zone d’étude

Dans le cadre de notre enquéte sur les zones polluées par les métaux lourds, nous nous
sommes dirigés vers la région de Sour, dans la wilaya de Mostaganem. Cette zone est reconnue
pour sa culture de la vigne, pratiquée depuis des décennies, ou l'utilisation de pesticides a base
de cuivre est fréquente.

1VV.1.2. Localisation géographique et caractéristique

La zone d'étude se trouve a Mostaganem, dans la région nord-ouest de I'Algérie. Les
coordonnées geographiques du site d'échantillonnage (Figure 6) sont situées a une latitude de
35°54°42.53” N et a une longitude de 0°16°34.94” E. La Figure 6 fournit une représentation
visuelle de I'emplacement précis du site d'échantillonnage.

1V.1.3 Echantillonnage
L'échantillonnage des sols a été réalisé avec une méthode rigoureuse pour assurer la

représentativité des échantillons préleves.

N
E .
spagne ~ ) JRap——
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e X ! 1 ’ . \ N
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Zone d’étude

Imaaes ©2024 Airbus. Imaaes ©2024 Airbus. CNES / Airbus. Maxar Technoloaies. Données cartoaraphiaues ©2024

Figure 6 : Localisation du site d'échantillonnage a Sour (Mostaganem - Algérie) disponible
sur Google Maps: https://www.google.com/maps
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IV.1. 4. Prélevement

Les échantillons de sol ont été collectés a des profondeurs de 20 et 40 cm dans des sacs de
prélevement stériles, avec cing prélévements respectifs (Figure 7) effectués lors des collectes
de prélevement en novembre 2020 et mars 2021, et ce processus a été repété trois fois. Cette

approche méthodique visait a réduire I'nétérogénéité horizontale de 1’échantillon.

Une fois arrivés au laboratoire, les échantillons de sol destinés aux analyses physico-
chimiques et microbiologique sont été traités dans les plus brefs délais apres leur prélevement,
apres avoir été débarrasses de la végétation, des pierres et des impuretés. Par la suite, les
échantillons de sol ont été étalés afin de faciliter I'opération de tamisage.

Figure 7 : Mode de prélévement des Echantillons de Sol

IV.1.2.Préparations des échantillons avant I’analyse (AFNOR NF X 31-427)

IV.1.2.1.Quartage

Les échantillons sont soumis a un quartage pour réduire leur volume tout en préservant
leur représentativité. Chaque échantillon de sol est divisé en quatre parties égales, dont seule la
moitié est conservée en réunissant deux quarts opposés. Cette sélection est ensuite
homogénéisée, et un nouveau quartage est effectué, ce processus étant répété trois fois. Ainsi,
un échantillon représentatif du matériau initial est obtenu, conformément a la méthode de
Pauwels et al. (1992).

1V.1.3.Analyse granulométrique des sols (AFNOR NF X31-107)

L'analyse granulométrique vise a évaluer la répartition des tailles de particules. Le
protocole combine deux méthodes : un fractionnement sec jusqu'a 80 pm, suivi d'une séparation

gravimétrique jusqu'a 2 um par sédimentation selon la loi de Stoke. Cette approche permet de
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classifier les particules en fonction de leur diametre de la maniere suivante et en prenons en

considération la classification des sols (tableau 2) (Kébir, 2012).

Tableau 2 : Types de sols selon la classification USCS/LCPC(Kebir, 2012)

Classe Définition Caractéristique

A Sols fins Dmax< 50mm et passant a 80 um> 35%

B Sols sablonneux et graveleux avec sols  p, < 50 mm et passant 4 80 pm< 35%
fins B B

C Sols a éléments fins et gros Dmax>50 mm et passant a 80 um< 35%
Sols insensibles a I'eau avec sols fins

D Voir la norme NF P 11-300

R Matériaux rocheux Voir la norme NF P 11-300

Dmax : Diametre pour lequel 95% des grains du sol sont plus petits

IV.1.4. Analyse granulométrique par tamisage (AFNOR NF X31-101)

Cette méthode implique le passage de I'échantillon a travers des tamis de différentes
tailles, permettant ainsi de mesurer le poids du sol retenu sur chaque tamis. Ces résultats sont
ensuite utilisés pour calculer le pourcentage de particules de sol dans différentes plages de
tailles, offrant des informations essentielles sur la texture du sol et son impact sur la fertilité et
la croissance des plantes.

Le principe de cette manipulation consiste a prélever un échantillon de sol séché a 105°C
pendant 24h et a le verser dans une colonne de tamis disposés par ordre croissant d'ouvertures
de bas en haut (figure 8). Selon Kebir (2012) le calcul des pourcentages plus fins (retenus) se

fait selon la formule indiquée dans le tableau 3.

Figure 8 : Dispositif expérimental de la granulométrie par tamisage
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Tableau 3 : Calcul des pourcentages plus fins (retenus) (Kebir, 2012).

Taille Ouvertur Mass Retaine Masse de sol % %cumulére % plus
au © dutamis ede  dsoil + (9) retenu(%) tenu (%)C  fin (%)
amis (M) taT/:Sl P?\;IIZ Ri=M2 —  Rn=(Ri/ 100-C
) ©) M1 M) x 100
#13 15 st s ms (MJ/M)x100 R Fl1
#15 13 52 52 ma (MIM)x100  Rni+Rm, "2
Rni+Rn2+R £3
#18 1 S3 S3’ ms (m3/M)x100 n3
F4
#28 0,65 S4 Sy ms (ms/M)x100 ...
F5
#35 0,5 S5 S5’ ms (ms/M)x100 ...
F6
#80 0,18 Se Se’ Me (me/M)x100  ........
F7
#100 0,15 s7 sy m7 (MAM)x100 ...
F8
#150 0,1 Sg Sy’ mg (mg/M)x100  .......
F9
#250 0,058 S9 Sy’ mg (mo/M)x100  .......
(m1o/M)x10 F10
#270 0,053 S10 S1o° M1o o .
Bac de réception (M1/M)x10 F11
<0.053 S11 S11° M1 o ...
M=1000mg

IV.1.3.Analyse granulométrique par sédimentation (AFNOR NF X31-107 (1983))

La sédimentation permet d'obtenir la portion d'échantillon avec une granulométrie
inférieure a 80 um apres la mesure finale de la méthode du tamis (Kebir, 2012) utilisant un
dipositif a la pipette Robinson (figure 9). Cette analyse a été réalisée au laboratoire INSID situé

a Relizane (EI Matmar).
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Figure 9 : Dispositif de Pipette de Robinson (Laboratoire INSID - Relizane ‘El Matmar’)

1VV.1.4.Analyse physico-chimique du sol
1V.1.4.1. Détermination de I'hnumidité résiduelle (AFNOR NF X 31-102 (1992))

L'humidité résiduelle est définie comme la masse perdue apres séchage a 105°C d'un
échantillon pendant 24 heures. Sa mesure sert a déterminer la masse séche d'un échantillon de
sol. L'humidité résiduelle H est exprimée en pourcentage massique et est calculée par la formule
suivante :

H=[((m0-m1))/m0x100]

mO : étant le poids initial de I'échantillon.

m1 : est le poids sec de I'échantillon

1V.1.4.2. Détermination du pH

Les valeurs de pH ont été obtenues a partir de la norme NF X 31-103(1992), dont le
principe est la mise en équilibre ionique d’une certaine masse de solide avec un volume donné
d’eau déminéralisée. Le ratio de la masse de 1I’échantillon sur la masse d’eau, 10 g de sol sont
mis en suspension dans 50 mL d'eau distillée (méthode du 1/5),apres avoir agité les échantillons
sur une plaque d'agitation pendant 1 heure et laissé reposer pendant 2 heures, les valeurs ont été
mesurées a l'aide d'un pH-metre.
1V.1.4.3. Détermination de la conductivité électrique (NF X 31-113)

La conductivité électrique (CE) du sol est essentiellement liée a la quantité des ions
présents dans I'eau interstitielle, de leur charge et de leur mobilité électrique. La mesure CE
réalisée en homogénéisant 10g de sol dans 50 ml d'eau distillée dans un agitateur pendant 30
min. L'extrait obtenu apres 1 heure de repos est mesuré par un conductimetre. Les resultats sont

exprimés en dS/cm.
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IV.1.4.4. Détermination de la matiere organique

La méthode choisie pour déterminer le carbone organique total est la méthode d'Anne
décrite par Aubert, (1978). Cette méthode consiste a utiliser un oxydant robuste : le bichromate
de potassium en milieu sulfurique jusqu'au dégagement de CO2. L'excés de bichromate est titré
par une solution de sulfate de fer ammoniacal (sel de Mohr) en présence d'un indicateur coloré
(diphénylamine) et de Fluorure de Sodium NaF. La teneur en carbone organique est exprimée
en pourcentage de la matiére organique totale du sol.

La teneur en carbone organique est exprimée en % (g en % de terre fine séchée a I'air) en
trois répétitions ; pour passer du pourcentage de carbone organique au pourcentage de matiére

organique totale, on multiplie par le coefficient 1,72 (Belabed, 2018).

IV.2. Analyses microbiologiques

1V.2.1. Prélévement des échantillons

Des échantillons de racines de vignes (Vitis vinifera L) et de la moutarde des champs
(Sinapisarvensis L.) (rhizoplane et rhizosphere) ont été collectés dans des sacs de prélévement
stérile et transportés au laboratoire. L’échantillonnage a été effectué¢ en mois de Novembre 2020
et Mars 2021 respectivement. Les conditions microbiologiques d’asepcie ont été strictement
respectées.

IV.2.2.1solement des bactéries résistantes aux métaux lourds

Dix g de sol ont été dilués dans 90 mL d’eau physiologique stérile aprés une agitation
continue pendant 15 min, une série de dilutions décimales a été réalisée 0,1 mL des dilutions
décimales sont étalées sur la surface des boites de Petri contenant une gélose KingB additionnée
100uM de sulfate de cuivre, de nitrate et de plomb (Naik et Dubey, 2011). Incubées a une
température de 30 °C pendant un intervalle de temps de 24 a 48heures (Nautiyal et Das Gupta,
2007). Le milieu King B a été sélectionné et utilise dans le cadre du criblage des bactéries
productrices de chélateurs.

1V.2.3. Identification phénotypique
1VV.2.3.1. Examen macroscopique
La morphologie des colonies ainsi que la production de pigments ont été examinées sur milieu
King B apres incubation a 30°C pendant 24 heures. Ce milieu est spécifiquement utilisé pour
favoriser la production de pigments fluorescents par Pseudomonas (Sawada et al., 2022).

1VV.2.3.2. Examen microscopique
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La coloration de Gram a éte réalisée pour déterminer le type de Gram, la taille des cellules
et leur arrangement. De plus, la mobilité les agrégats de cellules bactériennes ont été examinés
a I'état frais (Tripathi et Sapra, 2021).

I1V.2.3.3. Examen Biochimique

Pour obtenir une orientation vers le genre Pseudomonas en cours de screening, une
identification biochimique par la galerie API 20NE (systéme standardisé d’identification des
bacilles & Gram négatifs) a été réalisée. Vingt microtubes contenant des substrats déshydratés
ont été inoculés avec une suspension bactérienne ajustée a une densité de 0,5 Mc Farland pour
reconstituer le milieu ou I’inoculum. Les réactions produites pendant la période d'incubation
donnent lieu & des changements de couleur spontanés ou révélés par I'ajout de réactifs. Les tests
d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimal et les bactéries ne se développent que si
elles peuvent utiliser le substrat correspondant (Delarras, 2014). Le test d'oxydase est le 216
test d'identification a réaliser en dehors de la galerie et selon les recommandations Biomerieux
S.A (France). La lecture et l'identification du profil numérique est obtenue en utilisant le
Catalogue Analytique API 20NE.

IV.2.4. Identification génétique des isolats de Pseudomonas

L'identification génétique des quelques isolats de Pseudomonas, ayant montré une
production de sidérophores plus élevee, a été réalisée en extrayant I'ADN total selon le
protocole fourni par Macherey-Nagel. Le géne entier de I'ARNr 16S de ces isolats a été amplifié
en utilisant des amorces universelles : I'amorce de départ (amorce avant) 5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 et lamorce de fin (amorce inverse) 5'
TACGGYACCTTGTTACGACTT 3. Apres amplification, les génes de I'ARNr 16S ont été
purifiés et séquenceés en utilisant la technique de terminaison de chaine enzymatique avec le kit
BigDye v3.1 d'Applied Biosystems. Les séquences nucléotidiques obtenues ont ensuite été
alignées avec les séquences du géne de I'ARNr 16S de Pseudomonad dans la base de données
GenBank (//www.ncbi.nlm.nih.gov). Ces séquences ont été soumises a une comparaison avec
celles de la base de données GenBank en utilisant le programme NCBI BLAST et EZbiocloud.
Les arbres phylogénétiques ont été construits en utilisant le logiciel MEGA version 11 et en

appliquant la méthode Neighbor-Joining.
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1VV.2.5. Conservation des isolats

Les isolats purifiés ont été conservés sur gélose nutritive inclinée a 4 °C et dans des tubes
Eppendorf contenant du BN additionné de glyceérol stérile a -20 °C pour une conservation a

long terme.

1V.2.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des métaux
lourds

1VV.2.6.1. Par Macrodilution

Pour déterminer la capacité de résistance des bactéries isolées, les isolats bactériens ont
été cultivés dans un milieu de bouillon de Mueller Hinton stérile supplémenté avec différentes
concentrations de sulfate de cuivre (CuSO4.5 H20) (2,5- 5- 7.5 -10mM) et incubés pendant 24
heures a 30°C a 120 rpm (Adhami et al., 2017). La croissance microbienne a été enregistrée avec
un spectrophotometre UV-Visible a 620 nm. La dilution la plus élevée sans croissance est

considérée comme la CMI.

1V.2.6.2. Méthode de microdilution

Des microplaques stériles a 96 puits ont été utilisées. A l'aide d'une micropipette, 100 pl
de bouillon de Mueller Hinton stérile ont été ajoutés a tous les puits de la microplaque. 100 pl
de solution de métaux lourds avec des concentrations différentes (6, 8, 10, 12,14 et 16 mM) ont
¢été ajoutés aux puits de la microplaque. 10 ul de suspension bactérienne DOs20 (0.08-0.1) de
chaque isolat ont été ajoutés. La microplaque a été incubée a 30°C et la croissance des isolats a
été controlée toutes les 24 heures (Adhami et al., 2017). La viabilité des cellules a été déterminée
a l'aide du TTC (chlorure de triphényltétrazolium), préparé a 0,4 mg/ml dans de I'eau distillée
stérile et filtré par un filtre millipores 0.22um. 40 ul de cette solution ont été ajoutés a chaque
puits. Les plaques ont été réincubées a 30°C pendant environ 10 a 30 minutes, le TTC montre

la viabilité cellulaire par I'apparition d'une couleur rouge (Varmaet al., 2021).

IV.2.7. Evaluation des Paramétres des PGP in vitro
IV.2.7.1. Solubilisation du phosphate
IVV.2.7.1.1.Evaluation qualitative de la solubilisation des phosphates
La solubilisation bactérienne du phosphate a été évaluée sur la gélose de Pikovskaya
contenant du phosphate tricalcique(CasP0Os)2) en tant que source de phosphate. Toutes les

bactéries ont été inoculées individuellement dans des boites, et incubées a 30°C pendant 4 a 7
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jours. L'activité de la solubilisation a été évaluée qualitativement par la formation de halos
claires autour des colonies (Mehta et Nautiyal, 2001). La formation de telles zones indique
une capacité de solubilisation des phosphates par les bactéries, ce qui serait un indicateur

significatif de leur potentiel pour la libération de phosphore dans le sol.

1VV.2.7.1.2.Evaluation quantitative de la solubilisation des phosphates

Le milieu liquide NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate growth
medium) a été utilisé pour I'évaluation quantitative de la solubilisation des phosphates. 50mL
de milieu NBRIP ont été inoculés avec 1 ml de suspension bactérienne de chaque isolat (ODe2o
=0,08-0.1). Apres une période de 7 jours a 30°C dans un incubateur agité a 180 tr/min, 5 ml de
chaque culture ont été centrifugés a 4000 tr/min pendant 30 minutes pour déterminer la teneur
en phosphate soluble dans le surnageant en utilisant la méthode spectrophotométrique au
vanadate-molybdate (Hamoum et al., 2015).

Un millilitre du surnageant a été mélange avec 2,5 ml du réactif de Barton dans un flacon
de 50 ml, et le volume a ensuite été complété a 50 ml avec de I'eau distillée. Aprés 10 minutes,
la densité optique a été mesurée a 430 nm (spectrophotométre SPECORD 210 Plus analytique).
Le phosphore soluble a été calculé en utilisant I'équation de régression basée sur la courbe

d'étalonnage.

IVV.2.7.2.Production d'acide indole acétique (AlA)

La capacité des différentes bactéries étudiées a produire de l'acide indole-3-acétique
(AIA) a été évaluée dans un bouillon nutritif. Plus précisément, 50 ml de milieu de bouillon
nutritif (NB) contenant 0,01 % de D-tryptophane ont été inoculés avec 1 ml de suspension
bactérienne (ODs20 = 0,08), conformément au protocole décrit par Kesaulya et al. en 2015.
Cette inoculation a été réalisée a la fois en I'absence et en présence de 5 mM de CuSOa. Ensuite,
les cultures ont été incubées pendant une période de 4 jours a 30°C, a l'abri de la lumiére, et
agitées a 180 tr/min.

Apres la période d'incubation, les cultures bactériennes ont été centrifugées a 4000 tr/min
pendant 30 minutes afin de séparer les cellules bactériennes du liquide. Ensuite, 1 ml du
surnageant obtenu a été mélangé avec 4 ml du réactif de Salkowski. La formation de Tris-libérés
par les bactéries ont été quantifiés a I'aide de I'équation de régression de la courbe d'étalonnage
(Bouquet et al., 2020).
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1VV.2.7.3. Production d'acide cyanhydrique (HCN)

Les isolats bactériens ont été ensemencés sur des boites de gélose nutritive contenant 4,4
g/L de glycine, un acide aminé essentiel dans la synthese de I'HCN. Pour mesurer la production
d'HCN, une approche indirecte a été utilisée. Dans chaque boite de Petri, un filtre Whatman
No. 1 a été imprégné avec une solution de 0,5 % d'acide picrique dissous dans une solution de
carbonate de sodium a 2 %. Ce filtre a été soigneusement placé a l'intérieur du couvercle de la
boite de Petri. Les boites de culture ont ensuite été hermétiquement scellées avec du parafilm
pour éviter la fuite d'HCN gazeux. Les boites, y compris les boites témoins, ont été incubées a
une tempeérature de 28 + 2 °C pendant une période de 4 jours. Au cours de cette période, les
bactéries inoculées ont eu l'opportunité de produire de I'HCN. La présence d'HCN dans
I'atmosphere de la boite entrainait un changement de couleur du filtre imbibé, passant du jaune

a l'orange (Ponmurugan et al., 2011).

IVV.2.7.4. Production d'ammoniac

Dans le contexte de I'étude du réle des isolats bactériens dans la transformation de I'azote
environnemental, nous avons évalué leur capacité a produire de I'ammoniac en suivant le
protocole de Cappuccino et Sherman (1992). Les cultures bactériennes cultivées ont été
inoculées dans 10 mL de bouillon de peptone et incubées a 30°C pendant 48 heures sur un
incubateur agité a 120 tr/min.0,5 mL du réactif de Nessler ont été ajoutées aux échantillons.

La formation d'une couleur allant du jaune pale au brun foncé indiquait la production
d’ammoniac (Dey et al., 2004).Cette méthode joue un réle essentiel dans la caractérisation des
capacites des isolats bactériens a convertir des composés d'azote organique en ammoniac. La
production d'ammoniac par les bactéries est un processus biologique clé qui contribue au cycle

de l'azote dans les sols.

IV.2.7.5. La production qualitative des sidérophores

La production des sidérophores par les isolats bactériens a été détectée selon la méthode
de Schwyn et Neilands (1987). Les bactéries ont été étalées sur un milieu gélosé CAS (Chrome
Azurol S). Les boites de culture ont ensuite été incubées dans I'obscurité a une température de
30 °C pendant 5 jours.La formation d'un halo jaune-orange autour de la colonie bactérienne a
été interprétée comme une réaction positive indiquant la production de sidérophores

(Kamaruzzaman et al., 2020).
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IV.2.7.5.1. Evaluation quantitative de la production de sidérophores

La production de sidérophores par les isolats de Pseudomonas a été évaluée de maniére
quantitative dans un milieu liquide selon le protocole décrit par Schwyn et Neilands (1987).
La croissance bactérienne et la production de sidérophores ont été réalisées dans un flacon de
500 mL contenant 100 mL de milieu au succinate. Les isolats ont été cultives de maniere
indépendante dans le milieu au succinate a une température de 30 °C sous agitation & 120 tr/min
pendant 48 heures.Aprés la période d'incubation, la densité cellulaire a été mesurée a une
longueur d'onde de 620 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible. La détection et
I'estimation des sidérophores ont été effectuées aprés centrifugation (pendant 20 minutes a 4
000 g x cm) et analyse d'un surnageant exempt de cellules pour y détecter la présence de
sidérophores en utilisant le test au Chrome Azurol S (CAS).

La teneur en sidérophores a été exprimée en pourcentage d'unités de sidérophores a l'aide
de la formule suivante :
Pourcentage d'unité de sidérophore = Ar - As / Ar x100 :

Ar = absorbance de référence a 630 nm (réactif CAS)

As = absorbance de I'échantillon & 630 nm (Kejelaet al., 2017).

1VV.2.7.5.2. Extraction des siderophores

Au bout de 48 heures, 1 000 mL de milieu succinate inoculé ont été centrifugés (4 000 g
cm pendant 20 minutes) et le pH du surnageant acellulaire a été ajusté a 2,0 avec du HClI 6 M
et maintenu pendant une nuit a 4 ° C. Celui-ci a été extrait avec de l'acétate d'éthyle (v/v)
(Schwyn et Neilands 1987).nous l'avons soigneusement agité pour permettre I'extraction des
sidérophores dans la phase organique. L’extrait acétate a ensuite été évaporé a 1’aide d’un

rotavapeur.
IV.2.7.5.3. La purification du sidérophore

Les sidérophores extrait ont été purifié en utilisant de la résine XAD-4 dans une colonne
d'adsorption. La colonne a été préparée en suspendant environ 30 g de XAD-4 dans de I'eau
déionisée (dH20) et en laissant le mélange reposer a température ambiante toute la nuit pour
permettre au matériau d'absorber toute I'eau. Aprés avoir rempli la colonne avec le XAD-4
préparé, elle a été équilibrée avec des volumes de lit de dH20 jusqu'a ce qu'une conductivité de
2 US cm-1 soit obtenue. Ensuite, la colonne a eté chargée avec I'extrait brut des sidérophores.

La colonne est ensuite élutée avec environ 250 mL de méthanol, et il est recommandé de
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recueillir cing fractions de 50 mL a chaque fois. La purification du sidérophore a été confirmée

a chaque étape en utilisant le test liquide CAS (Nithyapriya et al., 2021).

IVV.2.7.5.4. Caractérisation du sidérophore par FT-IR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) est une technique puissante
pour caractériser les siderophores en révélant leur composition chimique a travers
I'identification des groupes fonctionnels spécifiques. La fraction purifiée du sidérophore a été
collectée et préparée pour la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) dans la
plage de 4000 a 400 cm-1. Les longueurs d'onde du spectre infrarouge ont été déterminées en
fonction de leurs groupes fonctionnel ses spectres obtenus ont été traités par le logiciel JASCO
SPECTRA Manager Il software.

1V.2.8. Prélevement et préparation du sol contaminé par le cuivre

Nous avons prélevé des échantillons de sol en surface dans la zone cdtiere de Cap lvi
Abdelmalek Ramdane, située a Mostaganem. Ces échantillons ont été collectés dans la plage, a
une profondeur de 0 a 30 cm, et tamisés & travers un tamis de 2 mm pour éliminer tout débris
ou pierres indésirables. Le sol a été enrichi artificiellement avec une concentration élevée de
CuSOg, atteignant 50 00 mg/kg. Pour assurer une répartition uniforme du cuivre, le sol a été
agité en continu sur un agitateur orbital rotatif pendant 3 jours. Ensuite, il a été étalé sur des

plateaux pour étre séché a l'air aprés un vieillissement de 45 jours.
IVV.2.9. Lavage du sol selon batch processing

Chaque échantillon de sol préalablement contaminé par le cuivre (10 g) a été soumisa un
processus de lavage individuel. Trois agents de lavage distincts ont été utilisés : le sidérophore,
I'EDTA (un chélateur chimique a une concentration de 0,01 M) et I'acide citrique (CA, un

chélateur organique, a une concentration de 0,01 M).

De plus, un échantillon de contrble a été traité avec de l'eau distillée pour servir de
référence. Le pH de toutes les solutions de lavage a €té ajusté a 7. Les expériences de lavage
ont été réalisées en utilisant des flacons en verre de 250 ml, fermés hermétiquement, placés sur
un agitateur mécanique et ont été agitées a une vitesse de 180 rpm. Aprés 24 heures, le
surnageant a éte séparé des particules de sol par centrifugation a 4 000 rpm pendant 15 minutes,
puis analysé pour déterminer leur teneur en métaux lourds a l'aide du spectrometre de
fluorescence-X XEPOS P. L’équation suivante a été utilisée pour calculer le pourcentage

d’élimination des métaux lourds de la solution :
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% Adsorption = Co-Ce /Co x 100

Co est la concentration initiale de métal lourd,

Ce est la concentration finale de métal lourd (Mahmoud et al., 2015;Zhao et al.,
2019).
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IVV.3. Impact de I'inoculation de PGPR sur la croissance du blé tendre en conditions de

stress métallique : Etude in vivo

IV.3.1. Matériel végétal

Les grains de blé tendre Triticum aestivum L. de la variété SERI 82-Bread wheat utilisées
dans cette expérience ont été fournies par le Centre international de recherche sur le blé et le
mais (CIMMYT), situé a Eskisehir en Turquie.

1VV.3.2. Les souches bactériennes

Les souches utilisées dans cette étude ont été préalablement sélectionnés parmi ceux
recueillis lors de la premiére étape de notre recherche. Leur choix s'est fondé sur leur capacité
avérée a produire des siderophores ainsi que sur leurs activités favorisant la croissance des
plantes. Nous avons retenu quatre souches (PO22, R2P30, PS11, PO29) considérées dans cette

recherche comme les meilleurs PGPR.
IV.3.3. La désinfection des grains

La désinfection des grains de blé a été réalisée en les immergeant dans une solution
d'éthanol a 70% pendant 2 minutes, suivie d'un trempage dans une solution d'hypochlorite de
sodium & 1% pendant 10 minutes. Les grains ont ensuite été soigneusement rincés a plusieurs

reprises avec de I'eau distillée stérile (Hamoum et al., 2015).

1V.3.4. Préparation de I'inoculum bactérien et enrobage des grains

Les souches bactériennes ont été récupérées du stock de glycérol et ensemencées sur de
I'agar King B a 30 °C pendant 24 heures. Chaque souche été transférée dans un bouillon nutritif
et incubée sous agitation constante a 150 tr/min pendant 48 heures a 30 °C. Les cultures ont été
ensuite centrifugées a 6 000 tr/min pendant 5 minutes et le culot résultant de chaque souche a
été mis en suspension dans une solution stérile de carboxymeéthylcellulose (CMC) a 1 %,
atteignant une concentration de 108 UFC/mL. Cette méthode, qui consiste & appliquer un
ingrédient actif tel qu'un inoculum bactérien a la surface de la graine a l'aide d'une substance
liante, a été adoptée. Les grains désinféctés ont ensuite été soigneusement enrobés de cellules
bactériennes homogénéisées contenant de la CMC, agitées pendant 1 heure a 30 °C, puis
séchées a I'air pendant une nuit dans des conditions aseptiques sous un flux laminaire. Les grains
non inoculées, recouvertes d'une solution stérile de CMC, ont été utilisées comme contréle

négatif (Tsegaye et al., 2022;Saadaoui et al., 2022).
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Figure 10 : Les grains de blé enrobées de CMC contenant des cellules bactériennes ?; Séchage

des grains dans un flux d'air laminaire®.

IV.3.5. Interaction bactérie-graine (effet PGPR in vivo)

1VV.3.5.1. Effet de I'inoculation bactérienne sur la germination des grains sous stress

métallique

Dix grains inoculées, ainsi qu'un témoin non inoculé, ont été placées dans des boites de
Pétri contenants du papier filtre stérile imprégné d'eau distillée stérile et de solutions de sulfate
de cuivre (CuSO4 5 H20) a des concentrations de 50 et 100 ppm. Les boites de Petri ont ensuite
été incubées a une température de 28°C pendant 12 jours. Pour évaluer I'impact du stress
métallique sur la germination du blé, cette expérience a été réalisée avec quatre souches PGPR
différentes (PO22, R2P30, PS11, PO29), ainsi qu'avec le consortium (la combinaison de ces
quatre souches bactériennes) afin d'étudier leur effet synergique sur la tolérance au stress
métallique chez les grains de blé. Divers parametres tels que le taux de germination, le taux de

germination relatif, I'indice de tolérance, et la longueur des coléorhizes ont été étudiés.

T M

Figure 11 : Germination des grains sous des conditions de stress.
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1\V.3.5.2. Effet de I'inoculation bactérienne sur la croissance des plantes de blé sous stress
métallique :

Une seule graine pré-germée a éteé plantée a une profondeur de 1 cm sous la surface du
sol dans chaque tube en plastique (16 cm de hauteur x 2,5 cm de diamétre) rempli d'un mélange
de sable stérilisé (4 cycle de 3h a 121°c), de terre de champ et de fumier organique (50:40:10,
v/vIv). Les tubes ont été répartis en trois séries distinctes, désignées CO= 0 ppm, C1= 200 ppm
et C2= 500 ppm. Chaque série a été inoculée avec cing souches bactériennes différentes, avec
un groupe témoin non inoculé. Chaque configuration a été reproduite six fois pour assurer la

fiabilité des résultats.

Figure 12 : Plantation de jeunes plants

IVV.3.5.2.1. Inoculation des plants de et blé conditions de culture :

Les plantules ont été inoculées avec 10 ml de suspension bactérienne, tandis que les pots
témoins ont été irrigués avec de I'eau distillée stérile. Une ré-inoculation a été effectuée apres
15 jours. Les plantes ont été arrosees toutes les deux semaines avec 10 ml de solution Hoagland
dilué a 1/10. Les plantes ont été cultivées dans une chambre de croissance avec une
photopériode artificielle de 16 heures, maintenue & une température de 25 °C et une humidité

relative de 70 %. Aprés 6 semaines, les plants ont été récoltés.
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Figure 13 : Cultivation de plants de blé dans une chambre de culture : 1 semaine 2 ; 2

semaines °; 3 semaines ¢; 4 semaines’.

I1VV.3.5.3. Parametres physiologiques
1VV.3.5.3.1. Test de fuite d'électrolyte
Le test de fuite d'électrolyte a permis de mesurer les ions inorganiques totaux relachés par
les tissus foliaires, suivant le protocole décrit par Dionisio-Sese et al. (1998). Les fuites

d'électrolyte ont ensuite été quantifiées en utilisant la formule suivante :
Electrolyte leakage (%) = (EC1 - ECO0) / (EC2 - EC0) x 100

1V.3.5.3.2. Indice de teneur en eau relative (RWC)

L'évaluation de I'nydratation des plantes s'est basée sur I'indice de teneur en eau relative
(RWC), déterminé conformément a la méthode décrite par Ladiges (1975), adaptée par Clarke
et al. (1982) et Rascio et al. (1988). La formule utilisée pour calculer la teneur relative en eau

est exprimée par :

S
RWC(%) = m x 100

IVV.3.5.4. Parameétres biochimiques
1V.3.5.4.1. Contenu en chlorophylle
La chlorophylle a (Chlo ,), la chlorophylle b (Chlo ) et la chlorophylle totale (Chlo totale)
des feuilles fraiches entiérement développées ont été déterminées selon la méthode décrite par

Arnon (1949) et modifiée par Ferus et Arkosiova (2001). Des échantillons de feuilles fraiches
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(0,1 g) ont été homogénéisés a l'aide d'un homogénéisateur et extraits avec 5 mL de solution
d'acétone a 80 %. Aprés une nuit de congélation, I'échantillon a été filtré et la densité optique a
été mesurée a 663 et 645 nm. Les concentrations en chlorophylles a et b ont ensuite été calculées
selon les formules suivante :

Chloa(mg/l) =12, 7 DOgs3 - 2, 69 DOgss

Chlop(mg/l) = 22, 9 DOgss — 4, 68 DOse3

Chlototat =Chloa+Chlop

1VV.3.5.4.2. Mesure des concentrations de proline

La concentration en proline a été évaluée en utilisant la méthode développée par Troll et
al. (1955). Pour ce faire, des tissus de feuilles fraiches (100 mg) ont été homogéneisés dans 2
mL de méthanol a 40 %. Ensuite, a cet homogénat, 2 mL de ninhydrine acide (préparée en
dissolvant 1,25 g de ninhydrine dans 30 mL d'acide acétique glacial et 20 mL d'acide
phosphorique 6 mol L-1) et 2 mL d'acide acetique glacial ont été ajoutés. Le mélange a été
chauffé a ebullition au bain-marie a 100°C pendant 60 minutes. Apres refroidissement, le
mélange bouilli a été toluénise avec 5 mL de toluéne. Les densités optiques des échantillons ont
ensuite été mesurées a une longueur d'onde de 528 nm, apres calibration de I'instrument a l'aide
d'un mélange d'acide acétique, d'eau distillée, d'acide orthophosphorique et de ninhydrine
(Kouadriaetal., 2023).La concentration de proline a été déterminée en se référant a une courbe

d'étalonnage et exprimée en mg/g de poids frais (FW).

1VV.3.5.4.3. Détermination de la concentration en élément minéral et en Cu dans les

composants aériens et racinaires par ICP-OES

Les échantillons du blé tendre (partie aérienne et racinaire) ont été lavés avec de I'eau
distillée et séchés a 65 °C pendant 48 heures. Les échantillons séchés ont été broyeés et pesés a
0,2 g dans des tubes de digestion par micro-ondes. Apres I'ajout de 10 ml d'acide nitrique aux
échantillons, ces derniers ont été digérés a 200 °C pendant 20 minutes dans un systeme de
digestion par micro-ondes (CEM, MARSG6). Dans la derniere étape, les échantillons ont
étécomplétes a 50 ml avec de I'eau distillée et la concentration des elements (P, Ca, Mg, K, Fe,
Mn et Cu) a été déterminée par ICP-OES (Perkin Elmer, Optima 8000).

67



Matériel et méthodes

IV.3.5.5. Détermination des caractéristiques morphologiques

Les parameétres morphologiques ont été évalués en mesurant la hauteur de la plante, la
longueur des racines, le nombre de talles, le nombre de nceuds et le nombre de feuilles par
plante, qui ont été évaluées a I'aide d'une échelle en centimétres et exprimées en unité de mesure
standard. En ce qui concerne la biomasse, les poids frais des parties aériennes et racinaires ont
été mesurés a l'aide d'une balance analytique, chaque poids étant exprimé en grammes. Pour les
poids frais, ces derniers ont été obtenus apres la récolte des plantules de blé.
IV.3.5.6. Traitement statistique

Le traitement statistique des données obtenues a été mis en ceuvre au moyen d'une analyse
de dispersion avec le logiciel STATISTICA 7. Les données sont exprimées en moyenne + écart
type (SD).L'analyse statistique a €té réalisée avec une analyse de variance (ANOVA), une
corrélation et une analyse en composantes principales (ACP) (analyse multifactoriels).Une
différence était considérée comme statistiquement significative lorsque p < 0,05.Le logiciel
SPSS Statistics 26 a été employé pour déterminer les valeurs de p, a travers le test non
paramétriqgue de Kruskal-Wallis, suivi de l'analyse post-hoc de Dunn pour établir la

signification statistique, fixée a P < 0,05.

68



Résultats et discussions



V.1.Caractéristiques physico-chimique du sol

V.1.1. Analyse granulométrique du sol étudié :

Résultats et discussions

L'analyse granulométrique du sol étudie, présentée a travers une courbe granulométrique,

offre une représentation visuelle de la distribution des tailles moyennes des grains dans le

matériau analyse, exprimée en pourcentage du poids total. Cette analyse, effectuée par tamisage

des diverses fractions du sol a une profondeur de 0 & 20 cm, est détaillée dans le tableau (4).

Tableau 4 : Résultats de I'analyse par tamisage du sol étudié

Taille  Ouverture Masse  Solretenu  Masse de sol (g) % %cumuléreten % plus
qu  dutamis de + Bac Ri=M2 — M1  retenu(%)Rn= u (%)C fin (%)
. tamis (9)M2 ; 100-C
mm Ri/M) x 100
tamis  (MM) (@M1 (Ri/M)
#13 15 274,83 278,67 3.84 0.384 0.384 99.616
#15 13 276 278.2 2.2 0.22 0.604 99.396
#18 1 26633  267.01 0.68 0.068 0.672 99.328
#28 0,65 24361 24475 1.14 0.114 0.786 99.214
#35 05 258.24 28185 23.61 2.361 3147 96.853
#80 0,18 260.66  1034.38 773.72 77.372 80519 19.481
#100 0,15 23674 300.11 153.37 15.337 95.856 4.144
#150 0.1 23762  239.17 1.55 0.155 96.011 3.989
#250 0,058 23589  270.28 34.39 3.439 99.45 0.5
#270 0,053 23124  233.02 1.78 0.178 99.628 0.372
Bac de réception 0
<0.053 4.94 8.66 3.72 0.372 100
M=1000

A la lumiére de ces résultats, on peut dire que le sol est composé de la fraction granulaire de

0,18 mm et 0,1 mm (figure 14). Selon les données de la littérature (classification USCS /

LCPC), le sol appartient a la classe "B" (sol de sableux limoneux).
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Figure 14 : Granulométrie par tamisage, distribution de la taille moyenne des grains.

V.1.2. La granulométrie par sédimentation :

La sédimentation est une opération qui permet de déterminer les fractions ayant un
diamétre (D) inférieur a 80 micromeétres (< 0,08 mm). Cette méthode compléte la méthode des
tamis. Ainsi, le sol a réussi la deuxiéme étape de la granulométrie, réalisée par la méthode de
la pipette de Robinson utilisant la loi de Stokes. Les résultats ont révélé que le pourcentage

d'argile dans ce sol est d'environ 12 %, avec 68 % de sable et 20% de limon.
V.1.3. Les analyses physico-chimiques :

Les résultats de I'analyse physico-chimique du sol, présentés dans le tableau numéro 5,
mettent en lumiere plusieurs caractéristiques importantes. Tout d'abord, le pH du sol est
légérement alcalin, avec une valeur mesurée a 7,4, ce qui est généralement favorable a la
croissance des plantes. De plus, la conductivité électrique du sol est faible, avec une mesure de
0,07 dS m-, indiquant une salinit¢ minimale. L'humidité résiduelle du sol est relativement
élevée, s'élevant a 75,08 %, suggerant une capacité de rétention d'eau importante apres le
drainage. En ce qui concerne la composition du sol, on observe des niveaux faibles de matiére
organique, avec un pourcentage de 1,14 %, et de carbone, mesuré a 0,22 %. De plus, les

concentrations en azote (0,049 mg/l), phosphore (0,22 mg/L), potassium (6,16 mg/L), calcium
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(62 mg/L), magnésium (3,66 mg/L) et sodium (10,35 mg/L) sont toutes dans des plages

appropriées pour la croissance des plantes.

Tableau 5 : résultats des parameétres physico-chimiques du sol

Parametre Unité Valeur

pH - 7.4
Conductivité éléctrique dS/m 0.07
Humidité résiduelle % 75.08
Matiere Orgaique % 1.14
Carbone % 0.22
N2 - 0.049
P mg/L 0.22
K mg/L 6.16
Ca mg/L 62
Mg mg/L 3.66
Na mg/L 10.35

Discussion :

= Texture du sol

Les résultats de la distribution des particules dans le sol révelent une composition dominée
par le sable, représentant 68% du mélange, suivie de pres par le limon avec une proportion de
20%. L'argile est présente en moindre quantité, ne représentant que 12% de la composition

totale. Cette répartition indique que le sol présente une texture sableux-limoneuse.

Le facteur de texture du sol joue un rdle essentiel dans la mobilité des métaux au sein du
profil du sol. Composé de minéraux et de fines particules telles que des oxydes et des argiles,
le sol présente une diversité de particules qui influent sur I'adsorption et la fixation des métaux
lourds. Les particules d'oxydes et d'argiles, constituant majeur de la texture du sol, agissent
comme des sites d'adsorption et de fixation pour les métaux lourds présents dans le sol (Pikuta

et Stepien, 2021).

De plus, la taille des particules d'argile exerce une influence significative sur la mobilité des
métaux lourds, démontrant ainsi I'importance de la composition du sol dans le processus

d'adsorption (Lyszczarz et al., 2021). Les traitements des boues peuvent également altérer la
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biodisponibilité des métaux et modifier les fractions de metaux dans le sol au fil du temps,

influencant ainsi leur mobilité et leur rétention (Achkir et al., 2023).

En termes de perméabilité, les sols présentant une porosité et une perméabilité plus élevées
sont plus susceptibles de favoriser le transport des contaminants, impactant ainsi la propagation
de la pollution dans I'environnement (Zeng et al., 2023).

Par exemple, le cadmium montre une tendance au lessivage plus prononcée, notamment
dans les sols sableux, par rapport au cuivre, qui est moins sujet au lessivage. Cette observation
souligne I'importance de prendre en compte la texture du sol dans I'évaluation et la gestion de

la pollution par les métaux lourds (Pikula et Stepien, 2021).

= Le potentiel d’hydrogéne pH :

Le pH du sol joue un r6le crucial dans la santé et la productivité des écosystemes terrestres,
Dans notre étude, le pH du sol étudié est de 7,4, ce qui le classe comme légerement basique
selon le diagramme de pH (Hartemink et Barrow, 2023). Cette valeur est considérée comme
favorable a la croissance des plantes, car une plage de pH d'environ 7 est la plus adaptée,
permettant une disponibilité optimale de tous les nutriments essentiels pour les plantes, comme
I'ont souligné Gondal et al (2021).

En outre, le pH du sol est étroitement lié a de nombreuses autres propriétés du sol et controle
ses caractéristiques physiques, chimiques et biologiques. Par exemple, il régule la mobilité des
métaux lourds dans le sol, comme le démontre I'étude d'Alsabhan et al. (2022), qui a observé
une concentration plus élevée de métaux lourds dans les sols acides. Les micro-organismes du
sol peuvent également influencer le pH, contribuant ainsi a maintenir I'équilibre vers la

neutralité.

Le pH du sol affecte également la solubilité des élements nutritifs, notamment du
phosphore, du molybdene, du calcium et du magnésium, dont la disponibilité varie en fonction
du pH du sol. Par exemple, a un pH de 5,5 (Gondal et al., 2021).1I est important de noter que
I'acidité du sol résulte souvent de concentrations élevées de protons et d'interactions avec
differents ions minéraux, ce qui peut conduire a une concentration accrue de métaux lourds et
d'autres cations dans le sol (Husnain et al., 2021), la solubilité de ces éléments est faible, tandis

qu'elle est plus élevée a des pH plus élevés.
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De plus, un pH optimal, compris entre 6,6 et 7,3, favorise les activités microbiennes qui
contribuent a la disponibilité des nutriments pour les plantes, comme I'ont indiqué Gondal et
al. (2021).

= Laconductivité électrique

La conductivité électrique est utilisée comme indicateur de la concentration des sels
solubles présents dans le sol. Avec une valeur de conductivité électrique de 0,07 dS m-%, le sol
examiné presente une faible salinité. Selon les normes de la FAO, la salinité des sols est classée
en fonction de la conductivité électrique (CE), allant de non salée (0 - 4,5 dS m-1) a trés salée
(>18 dS m™).

Ainsi, la faible CE observée dans notre sol suggere qu'il appartient a la catégorie des sols
non salés, favorables généralement a la croissance des cultures. Cependant, des niveaux de CE
supérieurs a 8 dS m™ peuvent avoir des répercussions négatives sur la croissance des cultures
et modifier la mobilité des éléments traces dans le sol (Bartkowiak et al., 2020). Cette faible
conductivité électrique peut étre attribuée a une teneur en sel réduite, résultant du lessivage des
sels lors des processus d'irrigation. Ce lessivage est favorisé par la texture sableuse du sol. Par
ailleurs, la précipitation complexe des sels et leur transport vers les plantes peuvent également

contribuer a la diminution de la conductivité électrique (Salem et al., 2020).

L'étude menée par Bartkowiak et al. (2020) explore la relation entre la salinité du sol et la
biodisponibilité des métaux lourds, notamment le Zn, Cu, Pb, Mn et Fe. Les résultats révelent
une variation des niveaux de ces métaux mobiles et biodisponibles en fonction de la salinité du
sol. Notamment, la biodisponibilit¢ du zinc augmente de maniere significative avec
l'augmentation de la salinité, tandis que les autres métaux traces présentent des tendances
variables. Cette relation complexe entre la salinité et la mobilité des métaux est influencée par
divers facteurs, notamment la teneur en chlorure dans le sol, qui peut influer sur la mobilisation

des métaux et leur absorption par les plantes.
= La matiere organique

Les resultats indiquent que la teneur en matiere organique du sol est de 1,14%, tandis que
la teneur en carbone est de 0,22%. Selon le programme d'interprétation LANO/CA, cette teneur
en matiere organique est classée comme pauvre, avec des niveaux égaux ou inférieurs a 14%o
(Dincher, 2020). Cette faible quantité de matiére organique dans le sol pourrait avoir des

implications sur sa fertilité et sa capacité a soutenir la croissance des plantes.
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En outre, la matiére organique du sol et les minéraux argileux sont les principaux
composants du sol qui possedent une capacité d'adsorption significative par rapport aux métaux,
grace a la sorption par échange, la complexation ou la chélation (Lyszczarz et al., 2021).

L'étude de Zwolinski (1994) a mis en évidence que dans les peuplements de pin écossais
(Pinus silvestris), le taux de décomposition de la matiére organique diminuait a mesure que le
niveau de contamination par les métaux lourds augmentait. Cela a entrainé une réduction des

émissions de CO> et une accumulation de matiere organique dans le sol.

Ces résultats ont des implications significatives pour I'estimation du budget carbone
mondial, en particulier compte tenu de I'augmentation de la superficie des sols contaminés par

les métaux lourds (Enya et al., 2020).

V.2. Caractérisation microbiologique

Dans la présente étude, nous avons identifié et caractérisé des bactéries resistantes aux
métaux lourds isolées de la rhizosphére de vignes et de moutarde des champs du sol agricole.
L'objectif était d'isoler des bactéries rhizosphériques a effet PGPR (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) résistantes aux métaux lourds, en vue de tester ultérieurement leurs effets sur la
bioremédiation des sols contaminés et sur la croissance des plants de blé tendre sous stress

métallique.

Cinquante Quatre colonies fluorescentes ont été examinées a partir du niveau initial de
milieu gélosé King B supplémenté en sulfate de cuivre. Parmi celles-ci, 45 isolats ont été
sélectionnées en raison de leur haute résistance aux métaux lourds, tandis que 4 souches ont été

choisies pour leur production importante de sidérophores, en vue d'études ultérieures.

V.2.1. Analyses Morphologique :

L'examen macroscopique (Figure 15. a) révéele que les colonies sur gélose King B (Figure
15. b) se caractérisent par leur petite taille, leur aspect crémeux, lisse, circulaire et convexe,
ainsi que par une production de pigment jaune verdatre qui se diffuse dans le milieu. Lors de
I'examen microscopique (Figure 15. c), les cellules apparaissent sous forme de batonnets isolés,

sont négatives a la coloration de Gram, mobiles et non sporulées.
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b

Figure 15 : Aspect macroscopique de la culture 2 et des colonies® de Pseudomonas sur gélose
King B, caractérisation microscopique ¢ des Pseudomonas apres une coloration de Gram au

grossissement X1000

V.2.2.Détermination de la Concentration Inhibitrice Minimale (CMI)
V.2.2.1.Macrodilution :

L'observation d'un ralentissement ou d'une diminution de la croissance bactérienne a des
concentrations croissantes de sulfate de cuivre (figure 16) peut indiquer un effet dose-
dépendant, ou I'effet sur la croissance est proportionnel a la concentration du CuSOa dans le
milieu de culture. Cela peut étre di a plusieurs facteurs. Tout d'abord, les ions métalliques
peuvent interagir avec les composants du milieu de culture ou avec les cellules bactériennes, ce
qui entraine des interférences dans les lectures de spectrophotométrie et peut fausser les

résultats.

De plus, certains métaux lourds peuvent former des précipités dans le milieu de culture
liquide a un pH neutre, ce qui peut perturber la mesure de la turbidité. Pour cette raison, il est
nécessaire d'utiliser des tests de vitalité cellulaire pour évaluer plus précisément I'impact des

métaux lourds sur la viabilité des cellules bactériennes.
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Figure 16 : Résultats de la CMI par macrodilution 20 ¢t
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V.2.2.2.Microdilution :

Aprés avoir évalué la tolérance au cuivre de 45 isolats distincts de Pseudomonas, la
concentration inhibitrice minimale (CMI) pour le sulfate de cuivre été établie a 12 mM suite a
I'addition de TTC. Ces isolats ont montré une tolérance élevée au cuivre, variant de 6 mM a 12
mM. En présence de bactéries métaboliquement actives, le TTC est transformé en formazan de
couleur rouge (figure 17). La quantité de formazan produite est directement proportionnelle au
nombre de cellules viables. La croissance bactérienne peut ensuite étre évaluée de maniere

visuelle.

Cl1 C2 C3 €4 C5 C6 Cl C2 C3 €4 C5 Cé6

6m 8m 10 " 14 16 6m 8Sm 10 12 14 16
M M mM M M

concentrations

mM

) pox
Di@) PO23
) PO24
PO25
PO29

PO36
PO38
PR18

Figure 17 : La CMI par microdilution suite a I'Addition de TTC sur Microplaque a 96 Puits

V.2.3. Evaluation du potentiel PGP des isolats

L'objectif de cette partie est de mettre en lumiére la capacité des différents isolats a produire
des substances reconnues pour leur réle dans la promotion de la croissance des plantes. Divers
tests PGP ont été réalisés, notamment la production de phytohormones telles que I'acide indole
acétique, la solubilisation du phosphate, la production de sidérophores, de I'ammoniac, ainsi

que la production de composés volatils tels que I'acide cyanhydrique (Figure 18).
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Figure 18: Activités des PGPR: production de HCN #® (résultats positifs # /négatifs ),
production de sidérophores ¢, et solubilisation de phosphate dans les milieux de Pikovskaya °
et NBRIP®,

V.2.3.1. Production d'acide indolacétique (AlA)

Les tests réalisés sur 45 isolats rhizosphériques de Pseudomonas pour la production d'AlA
ont révélé que 60 % étaient capables de produire de I'AIA en présence et en absence du stress
métallique, avec des quantités variant de 126,33 + 0,05 (I’isolat PS16) 4 577,14 + 0,06 pg/ml
(’isolat R2P10).

La production la plus élevée a été observée chez les isolats identifiés de P. lactis (R2P30)
avec 428,19 = 0,05 pg/ml, suivie de P. atacamensis (PO22) avec 342,28 + 0,04 pg/ml, P.
atacamensis (PO29) avec 211,30 £ 0,06 pg/ml et Pseudomonas sp. (PS11) avec 165,47 pug/ml.
La présence de 5Mm de cuivre dans le milieu a significativement affecté la production d'AIA

(p <0,05), entrainant une diminution allant de 7,3 % a 48,9 % dans la plupart des isolats.
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Figure 19 : La production d'acide indole acétique chez différents isolats.
V.2.3.2 HCN et production d'ammoniac

Parmi les 45 isolats testés, 20 (44,4 %) ont démontré une production de HCN aprés 4 jours
d'incubation (Figure 18). De plus, une majorité significative, soit 41 isolats (91 %), ont présenté
la capacité de produire de I'ammoniac. Parmi ceux-ci, les 4 isolats de Pseudomonas identifiés
ont donné un résultat positif, avec une production remarquable d'HCN pour P. atacamensis.
(PO29).

V.2.3.3 Solubilisation du phosphate

Les capacités qualitatives de solubilisation du phosphate ont été observées chez 84 % des
isolats, comme en témoigne la formation de zones transparentes sur milieu Pikovskaya (Figure
19). Les quantités d'acides organiques produites lors de la solubilisation dans le milieu liquide
NBRIP ont varié, allant de 35+ 0,04 ug/ml (I’isolat P1) & 840+ 0,06 pug/ml (I’isolat PO38).

La production la plus élevée a été observée chez les isolats identifiés de P. atacamensis
(PO29) avec 690 * 0,07 pg/ml, suivie de P. atacamensis (PO22) avec 200 £ 0,05 pg/ml, P.
lactis (R2P30) avec 170 + 0,06 ug/ml, et Pseudomonas sp. (PS11) avec 140+ 0,05 ug/ml.
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Figure 20 : Solubilisation quantitative du phosphate en milieu NBRIP.

V.2.3.4 Production de sidérophores

Tous les isolats bactériens ont été évalués pour déterminer leurs capacités de production de
sidérophores, en utilisant a la fois des méthodes qualitatives et quantitatives. Dans I'évaluation
qualitative sur des milieux agar CAS, les isolats producteurs de sidérophores ont présenté la
formation d'une zone jaune a orange entourant leurs colonies, indicative de la chélation du fer.
Pour valider ces résultats, des mesures quantitatives de la production de sidérophores ont été
effectuées en cultures liquides (Figure 21). Parmi les isolats, P. lactis (R2P30), P. atacamensis
(PO22), Pseudomonas sp. (PS11) et P. atacamensis (PO29) ont démontré les niveaux les plus
élevés de production de sidérophores, avec des pourcentages de 67,69 %, 66,53 %, 56,86 % et

53,71%, respectivement, dans un milieu succinique.

PC4 PS11 PS16 PS20 PK PO15 PO22 PO29 PO38 R2P29 R2P30
Isolats
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Figure 21 : Taux des siderophores produits par les isolats

80



Résultats et discussions

V.2.3.5 Caractérisation de la pyoverdine purifiée par FT-IR

Le résultat de la purification fractionnée des siderophores a donné deux fractions différentes
apres l'ajout du réactif CAS. Une fraction est devenue violette et I'autre orange (figure 22), ce
qui indique la présence de catécholate et d'hydroxamate.

Les résultats de la spectroscopie FT-IR des sidérophores purifiés sont détaillés dans la Figure

3, mettant en évidence divers pics détectés a différentes nombres d'ondes (cm™).

Figure 22 : La purification fractionnée des siderophores : F1 : Fraction catécholate, F2 :
fraction hydroxamate et RC : réactif de CAS.
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Figure 23 : Spectres FTIR de la pyoverdine de (a) P. atacamensis PO22, (b) P.lactis R2P30,
et (c) Pseudomonas sp. PS11.
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V.2.3.6 Lavage du sol selon batch processing:

Les sidérophores, I'EDTA ou les solutions d'acide citrique ont la capacité d'extraire les
métaux lourds du sol contaminé par rapport a I'eau distillée (figure 24). La valeur du test de
Kruskal-Wallis est statistiguement significative (p < 0,05), ce qui indique qu'il existe des

différences significatives entre au moins certains des groupes.

Les résultats de la comparaison entre les groupes révelent qu'il n'y a pas de différence
significative entre les solutions d'EDTA et la pyoverdine de P. lactis (R2P30) dans leur capacité
a eliminer les métaux lourds du sol contaming, contrairement a I'acide citrique, a P. atacamensis
(PO22) et a la pyoverdine de Pseudomonas sp. (PS11) (p > 0,05). Les pyoverdines extraites de
P. atacamensis (PO22) ont une capacité supérieure a eliminer les ions cuivre (49,63 %), suivies
de pres par P. lactis (47,65 %), par rapport a 'EDTA (43,11 %) et a I'acide citrique (27,58 %).
La pyoverdine de P. lactis (R2P30) a une affinité de liaison plus élevée pour le brome, I'étain,

le rhodium et le plomb que I'EDTA, cependant, elle est similaire au nickel avec 89 %.
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Figure 24 : Extraction des metaux lourds du sol avec différentes solutions : Pyoverdine,

EDTA et acide citrique apres 24 heures d'agitation.
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V.2.3.7. Identification moléculaire des isolats bactériens

Les isolats de Pseudomonas PO22, R2P30, PS11 et PO29, remarquables pour leur
production de sidérophores supérieure dans cette étude, ont été identifiés génétiquement par
séquencage de leurs génes 16S ARNr. Ce processus d'identification a inclus une recherche
BLAST sur le site web du Centre national de biotechnologie de I'information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). Une analyse supplémentaire a l'aide de I'outil en ligne
EzBioCloud, qui a pris en compte a la fois les résultats de 16S ARNr et de BLAST, a indiqué
que l'isolat PO22 ressemblait étroitement a diverses souches de P. atacamensis, présentant une
homologie de 100 %. De méme, I'isolat de Pseudomonas R2P30 a été identifié comme P. lactis,
montrant une homologie de 99,28 %, tandis que I'isolat PS11 a été classé comme Pseudomonas
sp., avec un pourcentage d'homologie de 99,14 %. Et pour I’isolat PO29 a été identifié comme
P. atacamensis, avec un pourcentage d'homologie de 98.27%. Ces résultats sont référencés sous
les numéros d'acces 0Q726322, 0Q726323, 0Q726353 et PP704712

Un arbre phylogénétique (Figure 25) a été construit pour représenter les relations entre les
isolats fluorescents de Pseudomonas ainsi que d'autres membres bien établis du genre
Pseudomonas. Cet arbre a été généreé en utilisant la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) dans la version 11 de MEGA. Il fournit une représentation
visuelle des connexions génétiques entre ces isolats, offrant des informations sur leurs relations

évolutives.
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Figure 25 : Arbre phylogénétique illustrant la relation entre les souches PO22, R2P30, PS11
et PO29, les especes de Pseudomonas les plus étroitement apparentées.

V.2.3.8. L'analyse multivariée a I'aide de I'analyse en composantes principales (ACP)

Les deux premiers axes de I'ACP expliquent une grande partie de l'information (Figure
26.a.b), soit environ 80,31 %. Le premier axe, a lui seul, explique 49,86 % de l'information
totale. Cet axe est fortement positivement corrélé au CU+AIA (R =0,93) et a I'AIA (R = 0,88),
et dans une moindre mesure au PO4 (R = 0,59), caractérisant positivement les observations
R2P10, PCA et R2P29, et négativement les observations PO15 et PO38. Le deuxieme axe, avec
30,55 % de l'information expliquée, est positivement corrélé au SIDEROPHE (R = 0,89),
caractérisant les observations R2P30, PO22 et PS11, et négativement corrélé au PO4 (R = -
0,59), caractérisant principalement les observations PO6, PO12, PO23 et PO10.

Les deux premiers axes de I'ACP expliquent une grande partie de I'information, de 1’ordre
de 86,07 %. Le premier axe, a lui seul, explique 49,86 % de l'information totale. Cet axe est

fortement positivement corrélé au plomb (R=0,95), au strontium (R=0,91), a I'argent (R=0,91),
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au cadmium (R=0,88), au brome (R=0,79), a I'étain (R=0,78), au molybdene (R=0,77), au
rhodium (R=0,72), a I'yttrium (R=0,68) et au cuivre (R=0,67), caractérisant principalement le
R2P30 et 'TEDTA. Il est également négativement corrélé au baryum (R=-0,44), qui est fortement
élevé en termes de PCA. Le deuxieme axe, avec 36,22 % de l'information expliquée, est
fortement positivement corrélé au thorium (R=0,97), au sélénium (R=0,95), au nickel (R=0,94),
a I'yttrium (R=0,73) et au baryum (R=0,63), qui caractérisent fortement le CA et sont peu
présents dans le PO22.

Pour catégoriser davantage les groupes de retrait des métaux lourds, une analyse de
regroupement hiérarchique (ACH) a été utilisée. Le dendrogramme présenté dans la Figure 27
est divisé en deux sous-clusters. Le premier groupe se compose principalement d'échantillons
contenant du molybdene et de I'étain, tandis que le deuxieme groupe est caractérisé par du
baryum et du sélénium. Ce regroupement illustre efficacement les similitudes et les différences

dans I'élimination des métaux lourds par divers traitements, suggérant que R2P30, EDTA et

-----
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Figure 26 : Visulisation de la séparation des facteurs (sidérophores, AlA, PO.) et les

variables (isolats) en ACP.

L’AIA, I’AIA-Cu et le PO4 sont regroupés d'un c6té, tandis que les sidérophores sont positionnés de
I'autre coté a travers les deux composantes principales (PCA a et b). De maniere significative, un
regroupement distinct des métaux est observé dans le deuxieme ensemble de composantes principales

(c et d), avec le baryum montrant une séparation marquée par rapport aux autres métaux.
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Le dendrogramme (Figure 27.a) fourni illustre les similarités entre différents métaux sur
I'axe des X, tandis que I'axe des Y représente la mesure de similarité. Les éléments sont
regroupés en clusters, indiquant leur proximité en termes de similarité. Par exemple, le
Molybdene et le Rhodium montrent une forte similarité, se rejoignant & un niveau bas de I'axe
des Y. Un autre groupe distinct inclut le Brome, Strontium, Plomb, Argent, et Cadmium, qui

présentent une similarité modérée.

Les éléments comme I'Etain, le Baryum, I'Yttrium, le Thorium, le Nickel, et le Sélénium
forment un autre groupe, indiquant des similarités variables. La longueur des branches indique
le degré de dissimilarité, avec des branches plus courtes signifiant une plus grande similarité.
Ce dendrogramme permet de visualiser les relations hiérarchiques entre les éléments, facilitant
I'interprétation de leur regroupement basé sur des criteres de similarité spécifiques a I'étude en

question.

Le dendrogramme (Figure 27.b) présenté illustre les similarités entre différentes solutions
de lavage pour les sols pollués par les métaux lourds, en particulier les solutions de la
pyoverdine (PO22, R2P30, PS11), le chélateur organique (acide citrique - CA) et chimique
(EDTA). L'axe des Y représente la similarité, ou des valeurs plus basses indiquent une plus
grande similarité. Le dendrogramme montre que I'acide citrique (CA) est isolé, indiquant qu'il
est le plus dissemblable des autres solutions.

De méme, PO22 se distingue et n'est pas étroitement lié aux autres. En revanche, PS11,
R2P30 et EDTA forment un cluster distinct, indiquant une forte similarité entre eux. Parmi ce
groupe, R2P30 et EDTA sont particulierement similaires, se rejoignant a un niveau tres bas sur
I'axe des Y. Cette analyse permet de comprendre quelles solutions de lavage, y compris les
solutions bactériennes utilisant la pyoverdine, le chélateur organique et le chélateur chimique,
ont des effets similaires sur I'élimination des métaux lourds des sols, facilitant ainsi le choix des

méthodes les plus appropriées pour la décontamination.
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Figure 27: Dendrogramme de I'analyse de regroupement, testant le niveau de similarité dans
I'élimination des métaux lourds. Il met en évidence la proximité de R2P30, EDTA et PS11

dans leur efficacité a éliminer les métaux lourds.
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Discussion :
= La Concentration minimale inhibitrices :

Benhalima et al. (2019) ont constaté que 400 pg/ml de cuivre inhibaient 25 % de leurs
isolats de Pseudomonas. De plus, Singh et al. (2010) ont indiqué que la CIM du cuivre dans

les souches de Pseudomonas testées variait entre 180 et 300 pg/ml.

Al-Sajad et al. (2024) ont examiné les isolats PGPR de Pseudomonas aeruginosa,
provenant des rhizosphéres des plantes dans un champ agricole en Irag. Leurs recherches ont
révelé une résistance accrue au sulfate de cuivre et au chlorure de zinc par rapport aux autres

isolats bactériens, avec une résistance supérieure au CuSO4 (CMI = 3200 pg/ml).

L'étude de Monych et al. (2020) a révélé que Pseudomonas aeruginosa PAO1(PaS) non
seulement améliore sa propre tolérance au cuivre et a I'argent, mais qu'il peut également
améliorer la tolérance de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Les résultats ont montré que
I'ajout de PaS a entrainé une augmentation significative, jusqu'a quatre fois, de la CMI du cuivre
et de l'argent pour S. aureus, comme indiqué par un point d'inflexion se produisant a des

concentrations plus élevees d’AgNOs et de CuSO4 en présence de PaS.

Des souches résistantes au cuivre ont été détectées chez de nombreuses bactéries
phytopathogénes, notamment chez les pseudomonades. Les auteurs ont rapporté que
Pseudomonas caryophylli, P. cepacia, P. gladioli, P. glumae, P. solanacearum, P. tolaasii et
certains pathovars de P. syringae tels que pv. actinidiae et pv. tomato, ont montré des niveaux
de résistance significativement élevés au CuSOa. Ils ont suggéré que la pression de sélection
périodique imposée par les applications de pulvérisation de cuivre semblait favoriser
I'établissement généralisé de populations bactériennes tolérantes au cuivre (Abdellatif et al.,
2020).

= Acide Indol Acétique :

Les PGPR améliorent la croissance des plantes grace a des mécanismes tels que la
solubilisation du phosphate, la production de sidérophores, la fixation biologique de l'azote,
I'interférence avec les signaux de détection du quorum, l'inhibition de la formation de biofilms

et la production de phytohormones (Mushtaq et al., 2022).

Les microorganismes produisant de l'acide indole acétique (AlA) jouent un role crucial dans

la régulation des niveaux hormonaux des plantes, facilitant ainsi leur adaptation aux conditions
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de stress, ces microorganismes producteurs de phytohormones possedent la capacité
remarquable de réduire et de transporter les métaux lourds a travers les racines des plantes,
contribuant ainsi & leur adaptation dans des environnements stressants. Des recherches
antérieures ont signalé une réduction de lI'accumulation de nickel (Ni) et d'arsenic (As) dans les
racines de la plante Vigna radiata et, par conséquent, une moindre translocation vers les parties
aeriennes suite a l'inoculation avec Bacillus megaterium et Exiguobacterium (Nazli et al.,
2020).

Dans I'étude de Bouquet et al. (2020), le plomb induit une forte diminution de la production
d'AlA pour C. metallidurans, passant de 45,9 mM pour le témoin sans Pb a 23,5 mM a 100 uM
de Pb, soit une diminution de 48,8 %. Ces résultats révélent que C. metallidurans, qui semblait
initialement étre un candidat potentiel efficace pour la phytoremédiation en raison de sa
production élevée d'AlA, présente une réponse différente dans des conditions réalistes et n'est
probablement pas adaptée a la bioaugmentation dans les sols pollués par le plomb. Par
conséquent, les méthodes actuelles de sélection qui ne prennent pas en compte les métaux
peuvent sélectionner des souches inadaptées. Ce résultat souligne I'importance de réaliser des

tests préliminaires avec le métal étudie a des concentrations réalistes.

L'étude de Majhi et al. (2024) explore le role de I'acide indol-3-acétique (AlA) dans la
réponse des bactéries au stress induit par le Cu?*. Les chercheurs ont constaté que I'AIA
augmente l'efficacité des enzymes antioxydantes telles que la POX et la CAT, renforcant ainsi
le systéme de défense de la bactérie. La bactérie Micrococcus yunnanensis, tolérante au Cu?*,
a produit jusqu'a 47 mg L™t d'AlA dans un milieu sans Cu?*. Sous stress au Cu?*, la production
d'AlA a été maintenue jusqu'a une concentration de Cu?* de 200 mg L%, avant de diminuer avec
une augmentation de la concentration en Cu?*. Cette étude souligne le potentiel de I'AIA comme

mécanisme de défense chez les bactéries confrontées au stress métallique.

=  Production de ’HCN et de ’ammoniac

De nombreuses bactéries PGPR produisent de I'ammoniac via le catabolisme des protéines,
ce qui représente un processus important dans la fertilité du sol en conduisant a la minéralisation
des résidus organiques en molécules d'ammonium, devenant ainsi une source d'azote disponible
pour les plantes. La production de ce métabolite par les micro-organismes peut influencer

directement la croissance des plantes en fournissant de I'azote. Ainsi, les bactéries productrices

91



Résultats et discussions

d'ammoniac peuvent agir comme des biofertilisants dans les sols appauvris tels que ceux

contaminés par des métaux lourds (Abdelwahed et al., 2022).

Divers taxons bactériens, notamment Bacillus sp. et Pseudomonas sp., sont connus pour
leur production de HCN dans des environnements stressants. Notamment, la production
d'ammoniac par ces souches microbiennes n'a pas été affectée par différentes doses de Cd (Syed
et al., 2023).

= Lasolubilisation du phosphate
Les microorganisme rhizosphériques, en particulier les bactéries solubilisant le phosphate
(PSB), jouent un rdle central dans la solubilisation du phosphore a partir d'une forme

indisponible dans des environnements limités en nutriments (Dey et al., 2024).

Les PSB peuvent tout d'abord dissoudre les sources de phosphore insolubles en libérant des
acides organiques et des enzymes, les convertissant ainsi en PO4>~ qui se lie aux métaux lourds
pour former des précipités de phosphate, ce qui peut réduire considérablement la quantité d'ions
de métaux lourds libres dans le sol (Feng et al., 2024).

Les zones contaminées par les métaux lourds constituent une source importante de souches
microbiennes solubilisatrices de phosphate résistantes aux métaux lourds, et les BSP résistants
aux metaux lourds provenant des zones minieres ont un grand potentiel d'application dans la

remédiation des sols contaminés par les métaux lourds (Hu et Chen, 2023).

De nombreuses études ont démontré I'efficacité des bactéries solubilisatrices de phosphate
(PSB) dans I'immobilisation des métaux lourds. Par exemple, des souches de PSB telles que
Pantoea sp. CS2-B1 et Enterobacter cloacae SM1-B1 ont montré une capacité a immobiliser
le plomb (Pb), tandis que Serratia marcescens OPDB3-6-1 a démontré une efficacité dans
I'immobilisation du Pb, du Cd et du Cu. De plus, les souches Pseudomonas sp. PG-12, Leclercia
adecarboxylata B3 et Pseudomonas putida F2-1 ont également été identifiées comme ayant la
capacité de convertir le Pb(ll) soluble en une forme insoluble. Ce mécanisme de promotion de
I'immobilisation des métaux lourds par les PSB est attribué a leur capacité a produire du
phosphore soluble et des métabolites, qui peuvent se lier aux ions de métaux lourds et les

transformer en une forme insoluble (Wan et al., 2020).

L'étude menée par Mahdi et al. (2021) met en lumiére la capacité des PSB, en particulier

les entérobactéries, a tolérer des concentrations plus élevées de métaux lourds, offrant ainsi des
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perspectives prometteuses quant a leur utilisation potentielle en tant qu'agents de
bioremédiation. Les bactéries s'adaptent également au stress des métaux lourds en développant
divers mécanismes de résistance via des protéines de liaison métallique intracellulaires (Mahdi
etal., 2021).

= Caractérisation de la Pyoverdine Purifiée par FT-IR

Les résultats de la spectroscopie FT-IR des sidérophores purifiés sont détailles dans la
Figure 26, mettant en évidence divers pics détectés a différentes longueurs d'onde (cm™). Le
spectre montre une large bande a 3375 cm™, indicative de la présence d'un groupe OH d'alcool
(R-OH) et de I'allongement du groupe N-H, caractéristique des amides secondaires. Une autre
bande significative, observée a 2958 cm™, correspond a la fonction OH libre, généralement
associée a I'acide carboxylique (R-COOH), avec la liaison C=0 indiquant la présence du groupe
carbonyle.

De plus, la bande d'absorption observée a 2300 cm™ peut étre associée a la présence de
I'anneau benzoique, tandis que la bande détectée a 1750 cm™ est indicative du groupe C=0. Le
spectre révele également des bandes entre 1208 et 1450 cm™, caractéristiques de I'allongement
du groupe aromatique C=C. Notamment, une bande située a 1333 cm™ est attribuée a
I'allongement du groupe C=0. Une deuxiéme bande, plus fine, a 1041 cm™ correspond aux

liaisons C-O et C=N. De plus, une bande au-dela de 980 cm™ est associée a la liaison N-H.

Ces résultats sont cohérents avec la présence de la pyoverdine, comme l'ont également
rapporté Tank et al. (2012) et Shainy et al. (2016). La détection de bandes entre 1208 et 1450
cm™, attribuée a l'allongement du groupe aromatique C=C, confirme davantage cette
identification. La caractérisation de I'extrait de sidérophore purifié par spectroscopie FT-IR
révéle ainsi une composition similaire a celle de la pyoverdine, en accord avec les études

antérieures dans le domaine.

= Role des siderophores dans la chélation des métaux lourds :

Les sidérophores sont des molécules a faible poids moléculaire principalement spécifiques
aux ions ferriques, mais ils ont également la capacité de se lier et de chélater d'autres métaux
lourds en raison de leurs constantes de stabilité métallo-sidérophore élevées (Patel, 2016;

Ghssein et Ezzeddine, 2022). Lorsque les métaux lourds se lient aux sidérophores libres, ils
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entravent la chélation des ions fer, réduisant ainsi la quantité de fer accessible. Cela stimule a
son tour la synthese de plus de sidérophores, aidant a la survie bactérienne ou végétale et offrant
une protection partielle contre la toxicité des métaux lourds (Zhang et al., 2023).

L'affinité de liaison des sidérophores a divers ions métalliques est influencée par les
caractéristiques structurelles de leurs groupes fonctionnels, ainsi que par la taille et la charge
des cations. Bien que les motifs de liaison aux métaux a base de soufre et d'azote dans les
sidérophores présentent de fortes affinités pour les ions divalents tels que Cuz*, Zn2* et Ni2*, les
groupes fonctionnels principaux, qui sont des résidus hydroxamate, catécholate et carboxylate
contenant de I'oxygéne, ont tendance a préférer les ions trivalents aux ions divalents (Hofmann
etal., 2021).

Les pyoverdines (PVD), un type de sidérophore, sont particulierement douées pour chélater
une gamme de métaux autres que le fer (Schalk et al., 2020). Bien qu'il ait été suggéré que
I'interaction métal-sidérophore puisse également contribuer a la liaison du cuivre(ll) ou d'autres
métaux lourds via la souche P. veronii 2E, le cuivre(ll) n'a pas favorisé la genése des
sidérophores. Cependant, les sidérophores produits, qui appartiennent a la famille des
pyoverdines, peuvent étre utilisés comme agents d'extraction efficaces pour les bactéries car ils
sont efficaces pour solubiliser et mobiliser de nombreux métaux avec des affinités variables
(Balikové et al., 2022).

La découverte de I'augmentation de la production de pyoverdine induite par le cuivre est
cohérente avec un role de la pyoverdine dans la détoxification du cuivre dans les populations
de P. aeruginosa. Un besoin prolongé de détoxification du cuivre conduit a une évolution

continue d'une production accrue de sidérophores (Lear et al., 2022).

La voie microbiologique émerge comme la meilleure option pour la production de PVD,
par la culture de micro-organismes biologiquement sdrs (agents biologiques du groupe 1), tels
que P. fluorescens. Dans ce contexte, il est de plus en plus important de connaitre plus en
profondeur comment les conditions de culture peuvent influencer les niveaux de PVD sécrétés.
Bien que P. fluorescens ait été largement utilisé comme outil pour la production de PVD, dans
le contexte de plusieurs applications, il existe un mangue de recherche concernant les facteurs
spécifiques régissant la régulation de la libération de PVD, contribuant a une meilleure
explication des niveaux de production, et pour comprendre quel est le réle de la propre molécule

dans le processus, comme cela a été fait pour d'autres souches (Vindeirinho et al., 2020).
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V.3. Effet du cuivre sur la Germination du blé tendre

V.3.1. Le taux de germination et le taux de germination relative

Les résultats de la germination des grains de blé ont été obtenus afin d'évaluer lI'impact des
différentes concentrations de CuSO4 (50 et 100 ppm) et de I'inoculation des 4 souches avec le

consortium (B5) a effet PGPR sur ce processus.

Le taux de germination relative (TGR) est un indicateur essentiel pour évaluer la capacité des
plantes a tolérer le stress induit par le cuivre. Il compare le pourcentage de germination des
grains sous stress (exposées au cuivre) par rapport a celui des grains non stressées (témoin, a la

concentration 0 de cuivre).

Aucun des deux n'a démontré un effet significatif sur la germination, Bien qu'un taux de
germination plus faible observé avec les souches de PGPR par rapport au témoin, cela pourrait
indiquer que les bactéries PGPR ont un effet négligeable ou négatif sur la germination des
grains de blé dans ces conditions particulieres. Cette observation peut étre attribuée a divers
facteurs, tels que des interactions complexes entre les bactéries et les plantes. L'augmentation
du taux de germination en présence de cuivre dans cette expérience peut étre le résultat de divers

facteurs, notamment les effets stimulants du cuivre & des concentrations appropriees.
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Figure 28 : Effet du cuivre sur le taux de germination 2 et le taux de germination relative ®.
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V.3.2. L’Indice de tolérance :

L’indice de tolérance (I.T.) est une mesure de la capacité des plantes a tolérer un stress, dans ce
cas preécis, la présence de cuivre a différentes concentrations et lI'inoculation de PGPR. Un I.T.
plus éleve indique une meilleure tolérance au stress. Nous remarquons que pour le groupe
témoin, I'LT. diminue avec l'augmentation de la concentration de cuivre, indiquant une
diminution de la tolérance au stress. Cependant, pour les autres souches, ainsi que pour le
consortium des conditions expérimentales, I'l.T. peut varier de maniére différente en fonction

de la souche de PGPR et de la concentration de cuivre.
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Figure 29 : Effet du cuivre sur l'indice de tolérance
V.3.3. Longueur des plantules :

L'analyse de la longueur des plantules révéle des variations notables en fonction des conditions
expérimentales. Dans la majorité des cas, une corrélation entre l'augmentation de la
concentration de cuivre et la diminution de la longueur des plantules est observée. Néanmoins,
des exceptions se présentent, ou la longueur des plantules peut au contraire augmenter a

certaines concentrations de cuivre ou avec certaines souches de PGPR.
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Figure 30 : Effet du cuivre sur la longueur des plantules.

Bien que les résultats ne révelent aucun effet significatif du cuivre et de I'inoculation
bactérienne par les PGPR sur la longueur des plantules, une observation attentive des racines
révéle un impact notable. En effet, I'expérimentation démontre une réduction de la longueur des
racines ainsi qu'une augmentation de la ramification des poils absorbants, ce qui peut affecter

leur capacité a explorer le sol pour I'absorption de I'eau et des nutriments.

Témoin
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Figure 31 : Effet du cuivre sur la longueur des racines et des plantules.

V.3.2. Impact de I'inoculation bactérienne sur la croissance du blé tendre en conditions
de stress métallique

V.3.2.1. Contenu en eau relative des feuilles (RWC) :

Les moyennes des indices de contenu en eau relative (RWC) ont été evaluées a differentes

concentrations de cuivre. A I'absence de cuivre, les valeurs moyennes d'indice RWC varient de
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79,75% pour Pseudomonas sp. (PS11) a 96,36% pour P.lactis (R2P30), révélant une certaine

diversité dans la réponse des plantes aux différentes concentrations de cuivre.

A la concentration 200 ppm, les moyennes d'indice RWC varient de 65,87% (le groupe témoin)
et 78,79% pour Pseudomonas sp. (PS11). Globalement, une diminution de I'indice RWC par
rapport a la concentration O est observée, suggérant un impact potentiel du cuivre sur

I'nydratation des tissus.

A la concentration 500 ppm, les moyennes d'indice RWC varient de 53,55% pour P.
atacamensis (PO22) a 81,50% pour le consortium (B5). Une baisse de I'indice RWC par rapport
a la concentration 0 est constatée, indiquant un effet négatif accru du cuivre sur I'hydratation

des tissus a des concentrations plus élevees.
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Figure 32 : Impact de Cu et I’inoculation des PGPR sur la RWC.

V.3.2.2. Fuite d'électrolyte
Les pourcentages de fuite d'électrolyte ont été évalués a différentes concentrations de cuivre. A
I'absence de cuivre, ces pourcentages varient de 24,72% P. atacamensis (PO29) a 78,71% P.
atacamensis (PO22), soulignant une variation significative dans la réponse des plantes a
différentes concentrations de cuivre. A la concentration 200 ppm, les pourcentages de fuite
d'électrolyte fluctuent entre 53,84% pour Pseudomonas sp.(PS11) et 73,73% (le groupe
témoin). Globalement, une augmentation de la fuite d'électrolyte par rapport a la concentration

0 est observée, indiquant un effet négatif du cuivre sur l'intégrité membranaire.

A la concentration 500 ppm, de cuivre, les pourcentages de fuite d'électrolyte varient entre
45,63% pour P.lactis (R2P30) et 66,31% (le groupe témoin). Encore une fois, une augmentation
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de la fuite d'électrolyte par rapport a la concentration 0 est constatée, suggérant un effet négatif

accru du cuivre sur l'integrité membranaire a des concentrations plus elevées.

Ces observations mettent en évidence une relation dose-réponse entre le cuivre et la fuite

d'électrolyte, révélant I'impact néfaste du cuivre sur la stabilité membranaire des plantes.
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Figure 33 : Impact de Cu et I’inoculation des PGPR sur la fuite d'électrolyte

V.3.2.3. Teneur en Chlorophylle

L’analyse de la variance des résultats du dosage des pigments chlorophylliens contenue
dans les différents échantillons de feuilles de blé traité révéle que la teneur en chlorophylle est
affectée significativement par I’accroissement du CuSOj et I’inoculation bactérienne.

La teneur en chlorophylle (Chla, Chlp et Chlotae) a été évaluée dans différentes conditions
expérimentales impliquant I'absence de cuivre (CO0) ainsi que des concentrations croissantes de

cuivre (200 ppm et 500 ppm).

A l'absence de cuivre, les valeurs de chlorophylle totale varient de maniére significative, allant
d'environ 20,81+3 mg/g (dans le groupe témoin) a 32,65+4 mg/g pour P.atacamensis (PO22),

A la concentration 200 ppm, on observe des diminutions de 3 a 25% des concentrations de
chlorophylle totale, avec des valeurs fluctuant entre environ 17,46+5 mg/g (dans le groupe
témoin) et 24,59+5 mg/g pour P. atacamensis (PO22). Tandis qu’a la concentration 500 ppm,
les baisses sont plus prononcées, variant de 29 a 70%, avec des valeurs de chlorophylle totale
se situant entre environ 6.9+2 mg/g P. atacamensis (PO29). et 23,04+5 mg/g P.atacamensis
(PO22), démontrant une diminution générale par rapport a la condition sans cuivre dans la

plupart des groupes.
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Les mémes observations peuvent étre faites pour les chlorophylles a et b, avec des variations
entre les groupes et des diminutions générales observées par rapport a la concentration 0 a des

concentrations plus élevées de cuivre.

Les résultats révelent des variations dans les taux d'augmentation de la production totale de
chlorophylle pour chaque souche de PGPR par rapport au témoin, a I’absence du stress
métallique. La souche P.atacamensis (PO22) s'est distinguée avec le taux le plus éleve,
atteignant jusqu'a 56,92 %, tandis que la souche P.atacamensis (PO29) a enregistré le taux le

plus modeste, avec seulement 13,12 %.
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Figure 34 : Impact de Cu et I’inoculation des PGPR sur la teneur en chlorophylle.

Le tableau 06 présente les valeurs moyennes de chlorophylle totale (mg.g* PF) de Triticum
aestivum L. traitées a différentes concentrations de cuivre et inoculées avec diverses souches
de PGPR. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les lettres (a, b et ¢) indiquent
les groupes homogénes tels que déterminés par l'analyse ANOVA, permettant ainsi de
distinguer les effets significatifs des différents traitements sur la teneur en chlorophylle.

Tableau 6 : Valeurs moyennes de chlorophylle de Triticum aestivum L.

Souches Témoin PO22 R2P30 PS11 PO29 BS

Chlorophylle 17a+1l,4 26,1c+16 22bc+l1,3 216a+l4 178ab+2,1 194ab+l7
Total (mg.g* PF)
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V.3.2.4. La teneur en Proline

L’analyse de la variance des résultats de dosage de la proline des feuilles de plantules de blé
indique une influence significative (p < 0.05) de I'augmentation de la concentration de CuSO4

dans le milieu, ainsi que de l'inoculation des PGPR, sur la teneur en proline.

En lI'absence de cuivre, une concentration minimale de proline équivalente a 26,71 £4 pg/ml de
la matiere fraiche a été observée pour le groupe témoin, tandis qu'une concentration maximale

de 75,3 £4 pg/ml a été mesurée pour la souche Pseudomonas sp. (PS11).

A la concentration de 200 ppm, les valeurs de proline varient entre 22,93 +3 pg/ml pour la
souche B5 (consortium) et 39,93 +5 pg/ml pour la souche P. atacamensis (PO22). En
comparaison, le témoin présente une valeur de 29,18 +2 ug/ml a cette concentration. Pour ce
qui est de la concentration de 500 ppm, les valeurs de proline vont de 43,34 +5 pg/ml pour la
souche P. atacamensis (PO29) a 107,84 £12 pg/ml pour la souche P. atacamensis (PO22). En

comparaison, le témoin présente une valeur de 53,59 +5 pg/ml.

Ces résultats soulignent des différences significatives dans les niveaux de proline entre les
souches PGPR et le témoin a chaque concentration de cuivre. lls mettent en évidence la capacité
des souches PGPR a influencer la production de proline en réponse au stress métallique, avec

des variations remarquables entre les souches.
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Figure 35 : Impact de Cu et I’inoculation des PGPR sur la teneur en proline.

Les concentrations de proline dans les différentes souches de Triticum aestivum L. ont été
mesurées apres traitement avec diverses concentrations de cuivre. Les valeurs moyennes de la

proline ainsi obtenues, ainsi que leurs écarts types, sont présentées dans le Tableau 7. Les lettres
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(a et b) indiguent les groupes homogenes déterminés par lI'analyse de variance (ANOVA),

mettant en évidence les différences significatives entre les souches

Tableau 7 : Valeurs moyennes de la proline de Triticum aestivum L.

Souches Témoin  PO22 R2P30 PS11 PO29 B5
Chlorophylle  37,1ab 58,6 b+ 53,6 ab 504ab  379a 36,9a
+3.1 8.7 +4 +5 +2 +2

Total (mg.g*PF)

V.3.2. 5. L’acquisition des éléments nutritifs
V.3.2.5.1. Au niveau racinaire

L’application des PGPR a eu un impact significatif (p < 0.05) sur I'absorption des €léments
nutritifs par les plantes de blé (Figure 36 et 37). Les résultats ont montré une augmentation
significative de I'absorption des éléments nutritifs par les pousses, notamment du calcium, du
fer, du phosphore et du cuivre, apres l'inoculation avec différentes souches de PGPR. le
consortium B5, composée des souches PO22, PS11, R2P30 et PO29, s'est révélée
particulierement efficace, induisant des augmentations substantielles dans plusieurs éléments

nutritifs.

Pour le calcium, le consortium bactérien (B5) a induit la plus grande augmentation de
I'absorption, avec un accroissement de 260,74 % par rapport au contr6le non inoculé, suivi de
PO22, PS11 et R2P30 avec des augmentations de 18,63 %, 1,22 % et 5,8 % respectivement.

En ce qui concerne le fer, I'inoculant B5 a entrainé une augmentation de 41,25 %, tandis que
d'autres souches comme PO22 et PS11 ont montré des augmentations de 13,02 % et 7,18 %

respectivement.

Pour le phosphore, I'inoculant B5 a provoqué une augmentation de 21,16 %, tandis que
R2P30 a affiché une augmentation de 8,41 %.

Quant au cuivre, le traitement par la souche R2P30 a présenté la plus forte augmentation,
avec 40,82 %, suivi de pres par I'inoculant B5 avec 23,53 %, puis PS11 avec 18,81 %, PO22
avec 7,29 %, et enfin PO29 avec 4,88 %.
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V.3.2.5.2. Au niveau aérien

Les effets des inoculants B5, PO22, R2P30 et PO29 sur le dosage des éléments nutritifs
dans la partie aérienne des plantes de blé ont été évalués (Figure 36 et 37). Pour le calcium, les
plantes traitées avec l'inoculant PO29 ont montré la plus forte augmentation, avec une
augmentation de 99,81 %, suivies par le consortium B5 avec une augmentation de 89,32 %. Les
inoculant PO22, PS11 et R2P30 ont également entrainé des augmentations, bien que moins

importantes, avec des pourcentages respectifs de 78,32 %, 35,30 % et 19,46 %.

En ce qui concerne le fer, les plantes traitées avec le consortium B5 ont présenté la plus
forte augmentation, avec une augmentation de 86,5 %. Les souches PO22, R2P30 et PO29 ont
également montré des augmentations, avec des pourcentages respectifs de 69,27 %, 25,23 % et
14,81 %.

Pour le potassium, les pourcentages de concentration dans les plantes de blé sont de 44,5 %
pour I'inoculant B5, suivi de PS11 et PO29 avec 34,64 % et 31,77 % respectivement.

Pour le magnésium, les valeurs de concentration dans les plantes de blé sont de 115,06 % pour
I'inoculant PO29, suivi de B5, PS11, PO29 et R2P30 avec 102,94 %, 80,72 %, 59,03 % et 18,87

% respectivement.

En ce qui concerne le manganese, les valeurs de concentration dans les plantes de blé sont
de 25,73 % pour l'inoculant PO29, suivi de B5, PO22 et PS11 avec 16,34 %, 7,33 % et 1,629

% respectivement.

Pour le phosphore, les valeurs de concentration dans les plantes de blé sont de 85,76 % pour
I'inoculant PO29, suivi de PS11 et B5 avec 65,26 % et 55,90 % respectivement.

Pour le zinc, les valeurs de concentration dans les plantes de blé sont de 83,56 % pour l'inoculant
R2P30, 25,73 % pour l'inoculant PS11, 19,41 % pour l'inoculant PO22 et 14,10 % pour
I'inoculant PO29.

En ce qui concerne le cuivre, les plantes traitées avec l'inoculant PO29 ont montré la plus
forte augmentation, avec des valeurs respectives de 118,91 %, suivies de 118,16 % pour
I'inoculant PO22, 110,44 % pour l'inoculant R2P30, 99 % pour l'inoculant B5 et 90,36 % pour

I'inoculant PS11. Les résultats sont illustrés dans I'histogramme ci-dessous.
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La souche PO22 se distingue par sa capacité exceptionnelle a produire des sidérophores, ce
qui se traduit par une abondance de fer dans ses parties racinaires et aériennes. Cette richesse
en fer favorise une augmentation significative de la production de chlorophylle. En
conséquence, la souche PO22 émerge comme la meilleure productrice de chlorophylle parmi
les souches étudiées. Cette capacité a synthétiser des sidérophores et a favoriser I'accumulation
de fer dans la plante déemontre le potentiel de la souche PO22 en tant que promoteur de la
croissance végétale. En contraste, le groupe témoin, dépourvu de la bactérie productrice de
sidérophores, a montré une absence de cette capacité et une faible teneur en fer dans ses parties

racinaires et aériennes. Cette situation a entrainé une production réduite de chlorophylle.
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respectivement.
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V.3.2.6. Parametres morphologiques

L'analyse statistique des résultats concernant I'influence de I'inoculation des PGPR et du
stress métallique sur différents paramétres morphologiques, effectuée a lI'aide du test ANOVA,

a démontré un effet significatif sur la croissance des plantes
V.3.2.6.1.Effet du cuivre sur la biomasse fraiche aérienne et racinaire

La biomasse fraiche aérienne et racinaire de Triticum aestivum L. a diminué
progressivement avec l'augmentation des doses de cuivre dans le sol. Elle a diminué de 39% a
la concentration de 200 ppm et de 51,8% a la concentration de 500 ppm pour la partie racinaire,
et de 5,8% a la concentration de 200 ppm et de 10,4% a la concentration de 500 ppm pour la

partie aérienne.
V.3.2.6.2. Poids frais de la partie aérienne

A I’absence du cuivre (0 ppm), une variation significative est observée dans I'augmentation
du poids frais de la partie aérienne parmi les différentes souches de PGPR. La souche B5 affiche
la plus forte augmentation, avec une valeur maximale de 31,94%, témoignant de son potentiel
a favoriser la croissance de la partie aérienne des plantules. En revanche, la souche R2P30

présente la plus faible augmentation, avec une valeur minimale de 15,43%.

Pour la concentration de cuivre de 200 ppm, une tendance similaire est observée, bien que
les valeurs d'augmentation varient selon les souches. La souche PO29 affiche la plus forte
augmentation avec 80,79%, indiquant une réponse positive du poids frais de la partie aérienne
des plantules a cette concentration de cuivre. D'autre part, la souche PS11 enregistre une
augmentation notable de 39,22%, soulignant également son potentiel bénéfique.

Enfin, pour la concentration de cuivre de 500 ppm, les effets sur l'augmentation du poids
frais de la partie aérienne sont moins favorables. Cependant, certaines souches présentent
toujours une augmentation, bien que molins importante. La souche B5 affiche la plus forte
augmentation avec 61,38%, soulignant la tolérance différenciée des souches a des

concentrations élevées de cuivre.

107



Résultats et discussions

mCO0 mCl mC2

14

—~ a
=) ab
= 12 a a ab . b
c T
E 1 a éab Eab i Ei a i a
& a
© 0,8 a
R%) a g
o 0,6 a
[
ﬁ 04
S 02

0

T PO22 R2P30 pPSi11 PO29 B5

Souches / Doses (ppm)

Figure 38 : La biomasse aérienne des plantes.

V.3.2.6.3.Poids frais des racines

A I’absence du cuivre (O ppm), une variation significative (p<0.05) est observée dans
l'augmentation du poids frais des racines parmi les différentes souches de PGPR. La souche
PO29 affiche la plus forte augmentation, avec une valeur maximale de 39,95%, témoignant de
son potentiel a favoriser la croissance des racines. En revanche, les souches PO22 et B5
présentent les plus fortes diminutions, avec des valeurs minimales de 38,73% et 37,25%

respectivement.

Pour la concentration de cuivre de 200 ppm, une tendance similaire est observée, bien que
les valeurs d'augmentation varient selon les souches. La souche PO29 affiche la plus forte
augmentation avec 200,69%, indiquant une réponse positive du poids frais des racines a cette
concentration de cuivre. D'autre part, la souche R2P30 enregistre une augmentation notable de

75,86%, soulignant également son potentiel bénéfique.

Enfin, pour la concentration de cuivre de 500 ppm, les effets sur l'augmentation du poids
frais des racines sont moins favorables. Cependant, certaines souches présentent toujours une
augmentation, bien que moins importante. La souche B5 affiche la plus forte augmentation avec
73,6%, soulignant la tolérance différenciée des souches a des concentrations elevées de cuivre.
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Figure 39 : La biomasse racinaire des plantes.

V.3.2.6.4. Longueur des racines

La longueur des parties aériennes et racinaires de Triticum aestivum L. a diminué avec
l'augmentation des doses de cuivre (p<0.05) dans le sol. En revanche, I'inoculation des PGPR

n'a pas montré de différence significative (p>0.05).

A T’absence du cuivre (0 ppm), une variation est observée dans l'augmentation de la
longueur des racines parmi les différentes souches de PGPR. La souche PS11 affiche la plus
forte augmentation, avec une valeur maximale de 25,13%, témoignant de son potentiel a
favoriser la croissance racinaire. En revanche, la souche PO22 présente la diminution la moins

importante, avec une valeur minimale de 8,72%.

Pour la concentration de cuivre de 200 ppm, une tendance similaire est observée, bien que
les valeurs d'augmentation varient selon les souches. La souche PS11 maintient sa position en
téte avec une augmentation maximale de 36,65%, indiquant une réponse positive de la
croissance racinaire a cette concentration de cuivre. D'autre part, la souche B5 enregistre une

augmentation notable de 29,32%, soulignant également son potentiel bénéfique.

Enfin, pour la concentration de cuivre de 500 ppm, les effets sur I'augmentation de la
longueur des racines sont moins favorables. Cependant, certaines souches présentent toujours
une augmentation, bien que moins importante. La souche R2P30 affiche la plus forte
augmentation avec 8,90%, tandis que la souche PS11 maintient un effet positif avec une

augmentation de 4,19%. En revanche, les souches PO22 et B5 enregistrent des diminutions
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significatives, soulignant la sensibilité différenciée des souches a des concentrations élevées de

cuivre.
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Figure 40 : La longueur des parties racinaire des plantes
V.3.2.6.5.Longueur de la partie aérienne

A I’absence du cuivre (O ppm), une variation significative (p<0.05) est observée dans
l'augmentation de la longueur de la partie aérienne parmi les différentes souches de PGPR. La
souche PS11 affiche la plus forte augmentation, avec une valeur maximale de 4,49%,
témoignant de son potentiel a favoriser la croissance de la partie aérienne des plantules. En
revanche, la souche PO22 présente la diminution la moins importante, avec une valeur

minimale de 6,12%.

Pour la concentration de cuivre de 200 ppm, une tendance similaire est observée, bien que
les valeurs d'augmentation varient selon les souches. La souche PO29 affiche la plus forte
augmentation avec 5,80%, indiquant une réponse positive de la partie aérienne des plantules a
cette concentration de cuivre. D'autre part, la souche PS11 enregistre une augmentation notable

de 1,79%, soulignant également son potentiel bénéfique.

Enfin, pour la concentration de cuivre de 500 ppm, les effets sur I'augmentation de la
longueur de la partie aérienne sont moins favorables. Cependant, certaines souches présentent
toujours une augmentation, bien que moins importante. La souche B5 affiche la plus forte
augmentation avec 5,13%, tandis que la souche PS11 maintient un effet positif avec une
augmentation de 4,24%. En revanche, les souches PO22 et PO29 enregistrent des diminutions
significatives, soulignant la sensibilité différenciée des souches a des concentrations élevées de

cuivre.
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Figure 41: La longueur des parties aérienne des plantes
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Figure 42 : Effet du cuivre sur la biomasse racinaire et aérienne des plantes
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Discussion :

Le cuivre est un micronutriment essentiel néecessaire en tres faible concentration par les
plantes pour leur croissance et leur développement appropriés (Rather et al., 2020 ; Shabbir
et al., 2020 ; Pradeep et Aishwarya, 2023), et il est un composant vital de plusieurs
biomolécules. En excés par rapport a sa concentration admissible, il a une influence néfaste

élevée sur la germination des grains et la croissance des plantes (Rather et al., 2020)

Comme de nombreuses plantes, le blé est également sensible aux métaux lourds. Une fois
que les métaux lourds pénetrent dans les plantes, le stress déclenche différentes réponses chez
les plantes, allant de la germination a la croissance, aux réponses biochimiques et aux pertes de

rendement chez le blé (Rizvi et al., 2020).

La diversité des microorganismes est importante pour les substrats de culture des plantes,
et elle varie considérablement. Seules quelques espéces ont un impact positif sur la croissance
des plantes ou la teneur en nutriments, tandis que la majorité sont soit neutres, soit inoffensives.
Parmi ces organismes, ceux qui sont bénéfiques pour les plantes ont été étudiés depuis de
nombreuses années (Cig et al., 2021). Dans le cas des bactéries du sol, cela inclut les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), qui peuvent stimuler la croissance
des racines, améliorer I'absorption des nutriments, soulager le stress des plantes ou protéger les

plantes contre les pathogénes (Valente et al., 2020).

Les PGPR tolérants aux métaux peuvent avoir un impact positif sur la production de ble,
méme lorsqu'ils sont appliqués dans des sols contaminés par des métaux, en fournissant des
macro et micro-nutriments, et en sécrétant des biomolécules actives telles que les EPS, les

mélanines et la métallothionéine (MTs) (Rizvi et al., 2020).
= Lagermination des grains :

Dans I'étude de Igbel et al. (2020) sur I’ Avoine, les grains traités avec 100 ppm de CuSO4
ont montré une vitesse de germination plus élevée (602,57) par rapport a celles traitées avec
200 ppm (635,73), indiquant que le CuSOs retardait la germination des grains d'Avena sativa
L. Les valeurs de P(T<=t) étaient de 0,02 pour 100 ppm et de 0,04 pour 200 ppm, suggérant

que les deux traitements au CuSO4 avaient des effets significatifs sur la germination.
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Dans une autre étude menée par Khan et al. (2020), le traitement nutritionnel a également
éteé évalué pour son effet sur la germination du blé Triticum aestivum L. Les résultats ont montré
une amélioration du pourcentage de germination avec les deux concentrations de 100 ppm et
200 ppm de ZnSOs et CuSOs. Cependant, le ZnSOs a montré une amélioration
significativement plus importante (P<0,05) par rapport au CuSOs. Le ZnSO4 a atteint un

pourcentage de germination maximum significatif de 95,23 + 4,26 sous 0 mM de stress.

Concernant I'inoculation de deux variétés de blé avec les souches Pantoea agglomerans
(Pa) et Bacillus thuringiensis (B25), ou leur combinaison, les résultats ont montré une
augmentation significative de I'indice de vigueur en longueur et en poids des grains, mais pas
de changements significatifs dans le pourcentage final et l'indice de germination des grains.
Cette amélioration a été observée principalement dans la variété Boutaleb (Saadaoui et al.,
2022).

Cependant, une étude ultérieure menée par Kerbab et al. (2021) a examiné l'effet de
différentes souches bactériennes, notamment Bacillus atropheus, sur la germination du blé dur
Triticum durum, avec ou sans ajout de sel. Les résultats ont montré une amélioration
significative de la germination, en particulier avec les combinaisons des souches Bacillus

atropheus.

Enfin, dans les investigations Bayat et al. (2022) sur la germination des grains de lin, le
trempage des grains dans une solution de 100 ppm de NP C-ZnO a favorisé un taux de
germination maximal de 90 %. Cependant, d'autres traitements ont montré des effets variables,
certains se révélant méme toxiques pour la germination, comme le traitement avec 150 ppm
d'AgNOQOsa.

= La pression de turgescence des feuilles :

Le RWC représente essentiellement la mesure du contenu en eau actuel des tissus foliaires
par rapport a leur capacité maximale de rétention d'eau lorsqu'ils sont totalement turgescents
(Nithinkumar et al., 2024). 1l constitue un indicateur du pourcentage de la teneur en eau dans
une feuille en tant que fraction de lI'eau volumétrique totale qu'une feuille peut contenir et
maintenir une turgescence (Rahman et al., 2021), avec des valeurs typiques de RWC allant de
98 % dans les feuilles bien hydratées et activement transpirantes a environ 40 % dans les feuilles

séverement desséchées et mourantes (Nithinkumar et al., 2024).
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Dans nos résultats, nous avons observé une diminution significative des teneurs en eau
relatives (RWC) dans les feuilles de T. aestivum exposées a la toxicité du cuivre, ce qui refléte
la perte de pression de turgescence des feuilles, entrainant le flétrissement des plantes et la

flaccidité des cellules(Rahman et al., 2021)

Parallélement, Selon I'étude de Heile et al. (2021), les teneurs relatives en eau ont été
réduites en raison du stress au Cd dans les cultures de blé. Comparativement aux pots témoins
sans stress ou seule de I'eau distillée a été appliquée, le RWC a diminué de 24,90 % en réponse

au stress au Cd.

Cependant, selon I'étude de Neshat et al. (2022), le traitement bactérien a significativement
réduit d'environ 16 % les dommages causés par I'effet destructeur du sodium sur le RWC, en
particulier sous une concentration de sel de 100 mM. Cette observation est cohérente pour les
deux souches bactériennes testées.

= Fuite d’électrolyte :

Les plantes cultivées dans un sol contenant du cuivre ont montré une augmentation de la
fuite d'électrolyte par rapport a celles cultivées dans un sol sans cuivre (Javed et al., 2021).Les
plantes traitées avec du cuivre a une concentration de 100 mg kg ont présenté une
augmentation significative de la fuite d'électrolyte (EL) de 28,70 % par rapport aux plantes
témoins. Dans les plants de tomate soumis a un stress au Cuivre par rapport a leurs plants
témoins, on observe une augmentation de la production de radicaux libres, probablement induite
par le Cuivre, ce qui entraine une déstabilisation de la membrane et donc une augmentation de

sa perméabilité (Nazir et al., 2021).

L'étude réalisée par Ali et al. (2022) sur la culture de Zea mays L., inoculée avec
Enterobacter cloacae PM23, a révélé une diminution significative de la fuite d'électrolyte (14
a 19 %) sous un stress salin. Cette souche, reconnue pour ses effets promoteurs de croissance
des plantes (PGP), a démontré son efficacité dans la réduction des dommages causés par le

stress salin.

Parallélement, L'étude menée par Xia et al. (2020) a révélé une augmentation de la fuite
d'électrolytes chez les plantes de canne a sucre infectées par le pathogene par rapport aux
plantes non infectées et au témoin non inoculé. En revanche, les plantes de canne a sucre
inoculées par B. xiamenensis et infectées par C. falcatum ont montré une diminution

significative de la fuite d'electrolytes allant jusqu'a 30 % par rapport aux plantes non traitees.
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Ces résultats mettent en évidence le potentiel benéfique de I'inoculation de B. xiamenensis
dans la réduction des dommages causés par l'infection par C. falcatum, soulignant ainsi le role
des bacteries bénéfiques dans la protection des plantes contre les pathogenes.

Cependant Nazim et Bano (2024) ont observé que la fuite d'électrolytes était maximale
dans le groupe témoin (TO0), tandis qu'elle était minimale dans tous les génotypes du groupe T6
(Pseudomonas + Acide salicylique), suivi par T5 (Bacillus + Acide salicylique) et T4 (Acide

salicylique).

= La Chlorophylle :

La chlorophylle, un pigment essentiel a la photosynthese des plantes, exerce une forte
influence sur le statut nutritionnel en azote, la capacité photosynthétique et le rendement des
cultures, et constitue un paramétre clé reflétant la croissance des cultures. Une estimation
précise et rapide des niveaux de chlorophylle permet d'évaluer efficacement I'environnement
de croissance, la gestion de I'eau et des engrais des cultures, informant ainsi les décisions de

gestion ultérieures des champs et la prédiction des rendements (Wu et al., 2023)

Il est bien connu que les métaux lourds dans I'environnement du sol ont tendance a migrer
vers la rhizosphere et sont soumis a I'absorption par les racines des plantes la-bas. Par la suite,
ils sont transportés via le xyleme et le phloéme vers les parties supérieures de la plante
(Adamczyk-Szabela et Wolf, 2024).

Ce processus de transport des métaux lourds a travers la plante est particulieérement crucial
pour les micronutriments essentiels comme le cuivre (Cu). Le Cu est un micronutriment végétal
naturellement présent et d'une grande importance, agissant en tant qu'enzyme et coenzyme dans
divers processus métaboliques des plantes. 1l joue un réle crucial dans la lignification des parois
cellulaires via le métabolisme des polyphénols, influencant ainsi I'équilibre hydrique des
plantes. De plus, il contribue aux processus essentiels tels que la photosyntheése, la respiration,

la synthese des glucides et le métabolisme des protéines (Ahmed et al., 2021).

Cependant, une accumulation excessive de Cu chez les organismes peut entrainer un
déséquilibre nutritionnel et provoquer des dommages oxydatifs, retardant ainsi la croissance
des plantes et menacant leur survie. L'appareil photosynthétique, en particulier, est une cible
bien connue des métaux lourds, et la toxicité du Cu altére l'ultrastructure des chloroplastes,

nuisant a I'efficacité de la photosynthése (Li et al., 2023).
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Des concentrations élevees de cuivre sont associees a la suppression de la photosynthése, a
des perturbations dans l'architecture des membranes thylakoides, ainsi qu'a l'inhibition de
I'accumulation de chlorophylle et du transport électronique des deux photosystemes, | et Il
(Chowdhury, 2021).

Des niveaux élevés de cuivre dans la plante diminuent la teneur en fer. Le rapport cuivre-
fer optimal varie selon les espéces vegétales. En particulier, I'absorption et le transport du fer
sont fortement influencés par les concentrations et les proportions d'autres métaux lourds. Le
fer est considéré comme un élément jouant un réle clé dans les mécanismes de la photosynthese.
Il est tres courant que les métaux lourds induisent un stress chez les plantes et provoquent des
troubles métaboliques multidirectionnels qui limitent davantage la photosynthése et la

productivité en biomasse (Adamczyk-Szabela et Wolf, 2024)

D'autre part, le réle stimulant des PGPR dans la concentration de chlorophylle foliaire a été
rapporté par plusieurs chercheurs (Komal et al., 2022). La production de sidérophores par les
deux souches de PGPR améliore la biodisponibilité de micronutriments tels que le Fe et le Zn

en complexant ces élements (Abbaszadeh-Dahaji et al., 2021).

Igbal et al. (2022) ont souligné I'importance cruciale des niveaux totaux de chlorophylle
dans la photosynthése, tout en notant leur extréme sensibilité aux stress environnementaux.
Leur étude a montré que l'inoculation de bactéries tolérantes au cuivre a entrainé une
amélioration significative du contenu en chlorophylle par rapport au sol stressé par le cuivre
non inoculé. Des résultats similaires ont été rapportés par Islam et al. (2015), qui ont observé
une augmentation du contenu en chlorophylle, du nombre de gousses, de la nodulation racinaire
et du poids de 1000 grains chez les plantes inoculés par rapport aux non inoculés. Une autre
étude a également trouvé que l'inoculation de P. polymyxa et B. circulans augmentait les
pigments photosynthétiques des plantes de mais, a la fois dans des conditions idéales et sous

stress au cuivre dans chaque groupe de traitement (Igbal et al., 2022).

Les niveaux de chlorophylle ont augmenté en raison de l'inoculation de Klebsiella
pneumoniae chez Vigna mungo sous stress au Cd. De méme, les contenus en chlorophylle des
plants de Zea mays ont également augmenté avec l'application d'Azotobacter chrococcum en
présence de Cu et de Pb (Chowdhury, 2021).

La diminution de la teneur en chlorophylle pourrait étre le résultat du remplacement du
magnésium nécessaire a la biosynthese de la chlorophylle ou de I'altération ultra-structurale des

chloroplastes sous I'effet de la toxicité des métaux. Cette réduction de la teneur en chlorophylle
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pourrait étre due aux activités inhibées de diverses enzymes associées a la biosynthese de la
chlorophylle (Alshegaihi et al., 2023).

Ces résultats sont cohérents avec des études antérieures examinant I'effet des métaux lourds

sur la teneur en chlorophylle des plantules de blé (Li et al., 2023 ; Raza et al., 2024).

De plus, nos résultats ont montré que le ratio de chlorophylle a/b était significativement
réduit par les traitements au CuSQO4. Cette observation est conforme a des études antérieures
indiquant que le traitement avec des concentrations de 0,1 M et 0,3 M de composes de Cu a
entrainé des niveaux significativement plus bas de chlorophylle a et de chlorophylle totale dans
les échantillons traités par rapport au témoin non traité, selon I'étude d'Atrooz et Bara’ah
(2024) sur I'herbe de blé (Triticum aestivum). De plus, le rapport chlorophylle a/b était
également plus faible dans les échantillons traités.

= LaProline:

Lorsque les plantes sont exposées a des niveaux toxiques de métaux, plusieurs ajustements
biochimiques ont lieu au sein des cellules végétales (Spormann et al., 2023) parmi ces
ajustements on distingue la proline Un des osmoprotecteurs les plus étudiés dans les plantes
cultivées impliquée dans la régulation de I'noméostasie ionique et de I'équilibre redox. La
proline et les sucres réducteurs ou non réducteurs sont abondants dans les cellules (Dikilitas et
al., 2020) cet acide aminé dont I'accumulation dans les plantes a été observée dans diverses
conditions de stress (Hanif et al., 2023). Les especes végétales qui accumulent plus de proline
sous le stress présentent de meilleures performances physiologiques et une meilleure survie

(Spormann et al., 2023)

Outre son role dans la constitution des protéines, la proline participe également a
I'ajustement osmotique cytoplasmique, a la stabilisation des protéines et des membranes, a la
préservation de la turgescence cellulaire, a la régulation du potentiel redox cellulaire, a la
neutralisation des espéces réactives de I'oxygene (ROS) et au maintien de I'équilibre redox dans
les plantes. La supplémentation exogéne en proline chez les plantes a entrainé une réponse

favorable contre le stress salin ou la sécheresse (Hanif et al., 2023).

Des approches recentes ont été utilisees pour réguler et augmenter I'accumulation de la

teneur en proline sous l'effet des métaux lourds, afin d'améliorer la tolérance des plantes. Par
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exemple, I'inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (Osmane et
al., 2020)

Les PGPR, en agissant directement et indirectement, favorisent la tolérance des plantes au
stress abiotique. Ils induisent I'accumulation d'osmolytes et la signalisation des phytohormones,
aidant ainsi les plantes a surmonter le choc initial du stress. De plus, les métabolites secondaires
et les composeés organiques volatils produits par les PGPR renforcent la croissance des plantes
et leur résistance au stress. Par exemple, les polyamines sont cruciales pour les activités
physiologiques et défensives des plantes, tandis que pendant le stress hydrique, les plantes
inoculées montrent une tolérance accrue, accompagnée d'une augmentation de l'acide
abscissique (Khan et Mehmood, 2023).

Nos résultats sont cohérents avec d'autres cultures suggerent que l'inoculation de PGPR peut
étre une stratégie efficace pour atténuer le stress métallique, Dans I'étude d'Abdel Latef et al.
(2020), I'inoculation de PGPR combinée a des doses de Cu a augmenté la teneur en osmolytes
chez les plants de mais, aidant ainsi a maintenir un équilibre hydrique optimal sous stress de
Cu. Cette augmentation des osmolytes a favorisé une homéostasie rédox soutenue, bénéfique
au metabolisme des plantes.

Les conclusions de I'étude récente de Bashir et al. (2022), impliquant I'inoculation du blé
avec des PGPR tels que Bacillus subtilis et Aspergillus niger, ainsi que I'application de L-
proline, mettent en évidence une amélioration significative de la croissance des plantes
exposées aux métaux. Ces résultats combinés démontrent que les PGPR et la L-proline exercent
un effet bénéfique sur la croissance et le développement des plantes, méme en présence de stress

dd au cadmium.

Dans une étude récente menée par Zainab et al. (2021), I'inoculation de B. xiamenensis et
de B. gibsonii a entrainé une augmentation significative de la teneur en proline, atteignant
respectivement jusqu'a 190 % et 179 %. Malgré une production initialement plus faible de
proline chez les plantes de S. sesban en conditions de stress métallique, une augmentation de
cette production a été observée suite au traitement avec des souches de PGPR tolérantes aux
métaux lourds, indiquant ainsi un effet protecteur. Plus précisément, B. xiamenensis a augmenté

la teneur en proline jusqu'a 117 % et B. gibsonii jusqu'a 112 %.

Dans une autre étude menée par Tirry et al. (2021), nos résultats ont également révélé que
le stress induit par le Cr (V1) a amplifié I'accumulation de proline dans les plantes de M. sativa.

L'augmentation de la teneur en proline est couramment observée comme une réponse adaptative
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aux stress environnementaux. La proline aide les plantes a faire face a la toxicité liée au stress
en régulant I'équilibre osmotique, en détoxifiant les espéces réactives de I'oxygene (ROS), en
stabilisant les enzymes antioxydantes, en modulant I'expression génique et en activant de
multiples voies de détoxification. Les memes auteurs ont indiqué que I'inoculation avec des
PGPR a entrainé une diminution substantielle de la teneur en proline dans les plantes de M.
sativa, suggeérant que les plantes inoculées étaient moins affectées par le stress au Cr (V1) que

les plantes non inoculées.

= L’acquisition des éléments nutritifs

Les micronutriments sont des éléments essentiels dans le métabolisme végétal, impactant
la croissance, la production, la résistance au stress et aux maladies des plantes. Des éléments
tels que le cuivre (Cu), le manganese (Mn), le fer (Fe) et le zinc (Zn) sont cruciaux a des
concentrations optimales (Rai et al., 2021).

Le fer, en particulier, joue un réle central dans divers processus cellulaires, incluant la
photosynthése et la respiration cellulaire (Feng et al., 2022). Les recherches de Sayed et al.
(2023) démontrent la capacité des souches microbiennes tolérantes aux metaux a produire des
sidérophores, méme en présence de concentrations élevées de Cd, soulignant ainsi leur
résilience. D'autres études mettent en lumiere le role bénéfique de bactéries du sol et de
champignons, comme Bacillus aerophilus et Trichoderma virens, dans la croissance des

cultures contaminées par des métaux lourds gréace a la production de sidérophores.

Les recherches de Ghazy et EI-Nahrawy (2021) ont montré que les pyoverdines de
sidérophores de type trihyobroxamate peuvent former des ligands hexadentés avec les ions Fe**,
favorisant ainsi le rendement de diverses cultures. Enfin, les PGPR, en produisant des
sidérophores, facilitent la solubilisation et le transport du fer vers des complexes solubles
absorbables par les plantes, constituant ainsi un mécanisme crucial pour leur

approvisionnement en fer (Subramanium et Sundaram, 2020).

Dans I'étude de Nawaz et al. (2020), I'effet des PGPR sur l'acquisition des éléments nutritifs
varie selon les variétés de blé. Chez la variéte tolérante au sel (Aas-11), I'absorption de sodium
par les racines reste inchangée avec tous les traitements PGPR, mais augmente légérement dans
la variété sensible au sel (Galaxy-13), en particulier avec T2 (P. fluorescens) et T4

(Exiguobacterium aurantiacum). L'absorption de sodium par les pousses augmente

119



Résultats et discussions

significativement avec tous les traitements PGPR dans les deux variétés. Concernant le
potassium, une augmentation significative est observée dans les racines et les pousses de la
variété tolérante au sel avec T4, tandis que T5 (consortium de PGPR) montre une augmentation
significative dans la variété sensible au sel. Les traitements PGPR n'ont pas d'effet significatif
sur la teneur en calcium des racines, mais augmentent significativement la teneur en calcium
des pousses, en particulier avec T5 et T4 dans Aas-11. En résumé, I'application de PGPR affecte
difféeremment l'acquisition des éléments nutritifs selon les variétés de blé, avec des variations
dans I'absorption du sodium et du potassium ainsi que dans la teneur en calcium des racines et

des pousses.

Selon les recherches de Cig et al (2021), L'application de PGPR a entrainé une
augmentation des contenus en potassium, calcium et magnésium du blé einkorn, mais une
diminution des contenus en phosphore et en sodium. Les plantes traitées avec PGPR ont montré
des niveaux de potassium, calcium, phosphore, magnésium et sodium respectivement de 2,496
%, 2,368 %, 0,4452 %, 0,4687 % et 0,2183 %, tandis que les plantes sans PGPR étaient a 2,090
%, 1,97 %, 0,4930 %, 0,4204 % et 0,2304 %. Les contenus les plus élevés en K et Na ont été
observés avec l'application de PGPR, tandis que les valeurs les plus élevées de P et Mg ont été
obtenues sans PGPR. Les teneurs en Fe, Cu, Mn et Zn ont augmenté avec l'application de
biochar, mais ont montré des variations avec I'application de PGPR. La teneur en Fe et Mn a
augmenté avec l'application de PGPR, tandis que celle en Zn et Cu a diminué. La teneur en
nickel a également augmenté avec I'application de biochar et de PGPR. En résumé, I'application
de PGPR a modifié les contenus en éléments nutritifs du blé einkorn, avec des implications

potentielles sur sa valeur nutritionnelle.

= Le poids et la longueur des racines et des pousses

Les diverses bactéries rhizobiennes bénéfiques associées aux céréales ont des effets
bénéfiques positifs sur la croissance et le rendement du blé dans différents environnements.
L'application de granules de PGPR augmente la longueur des pousses, la longueur des racines,
le poids sec des pousses et des racines, le poids des grains par épi, la teneur en azote des pousses

et des racines et la teneur en azote des semis (Devkota, et al., 2020).

Le cuivre a eu un impact significatif sur le développement des semis, réduisant a la fois la
longueur et la biomasse des racines et des pousses. L'inhibition de la croissance des racines a

été plus marquée, avec une diminution de 58 % de la longueur des racines et de 13 % du poids
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des racines, tandis que la longueur des pousses diminuait de seulement 8 % et le poids de la
biomasse des pousses n'était pas significativement affecté. L'effet de I'inoculation sur le
développement des semis pendant les 14 jours en I'absence de cuivre dépendait de la souche
utilisée. A. brasilense Sp7 n'a eu un effet significatif que sur la biomasse des pousses, avec une
augmentation de 16 % par rapport au témoin non inoculé. A. baldaniorum Sp245 a
significativement réduit la longueur des racines de 20 % mais a augmenté la biomasse des
racines de 22 %. A. brasilense Cd a eu I'impact le plus notable sur les semis, augmentant de

maniere significative la biomasse des racines et des pousses de 52 % et 53 % respectivement.
(Muratova et al., 2022).

Dans I'étude de Bashir et al. (2022), les effets du stress cadmié (a des concentrations de 40
et 80 mg/kg de sol) sur la biomasse végétale ont été examinés, montrant notamment une
diminution significative du poids frais des pousses végétales. Pour les deux variétés de blé (V1
et V2), des réductions importantes du poids frais ont été observées chez les plantes non traitées
(V1: 27,54 %, V2 : 31,23 %). En revanche, les plantes de blé traitées avec Bacillus subtilis,
Aspergillus niger et L-proline ont montré une augmentation de la biomasse fraiche par rapport
aux plantes non traitées. Les pourcentages d'augmentation varient selon les traitements :
Bacillus subtilis (V1 : 43,86 %, V2 : 46,43 %), Aspergillus niger (V1 : 32,50 %, V2 : 28,57 %).

De plus, I'application de PGPR a entrainé une augmentation du poids frais et sec des racines
passant de 1,324 g a 1,688 g pour le poids frais, tout comme le poids sec des racines, passant
de 0,177 ga 0,289 g (Cig et al., 2021).

L'inoculation avec des PGPR a eu un effet significatif sur la longueur des pousses dans la
variété Aas-11, avec le consortium de PGPR (T5) montrant I'impact le plus élevé (14,36 %),
suivi de T3 (13,94 %), T2 (11,96 %) et T4 (10,44 %). Cependant, dans la variété Galaxy-13,
les effets ont été variables, avec une augmentation maximale observée pour T4 (5,72 %) et T2
(2,90 %), mais une réduction pour T5 (consortium de PGPR) et T3 (B. pumilus) par rapport au

témoin.

Pour les poids frais et secs des racines, des augmentations significatives ont été observées
dans la varieté tolérante au sel, avec T3 montrant la plus forte augmentation, suivie de T5, T4
et T2 par rapport au témoin. Cependant, dans Galaxy-13, seule I'application combinée de PGPR
a entrainé une augmentation significative du poids frais (30,72 %) et sec (66,66 %) des racines

par rapport au témoin (Nawaz et al., 2020).
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En conclusion, cette étude met en lumiére I'importance de rechercher des solutions durables
pour remédier a la contamination des sols par les métaux lourds, qui constitue un defi
environnemental majeur avec des répercussions significatives sur la santé humaine et la
biodiversité. L'utilisation de méthodes biologiques pour chélater ces métaux lourds, notamment

en exploitant des métallophores tels que la pyoverdine, offre une perspective prometteuse.

A la lumiére des paramétres étudiés, il est clair que la toxicité des métaux dans le sol est
étroitement liée a plusieurs parametres étudiés, notamment la texture du sol par granulométrie
et sédimentation, ainsi que les analyses physicochimiques telles que le pH, la conductivité

électrique, I'numidité résiduelle, la matiere organique et la teneur en éléments minéraux.

Dans le cadre de notre étude sur un sol sableux limoneux, caractérisé par un pH Iégérement
basique, une conductivité électrique non saline et une faible teneur en matiére organique, nous
avons observé que ces conditions favorisent une certaine mobilité du cuivre au sein du profil

du sol.

Il est évident que la texture du sol joue un réle essentiel dans la biodisponibilité et la mobilité
des meétaux au sein du profil du sol. Ces résultats soulignent I'importance de comprendre en
profondeur les interactions entre les propriétés du sol et la disponibilité des métaux, ce qui est
essentiel pour une gestion efficace des sols et des ressources naturelles.

Nos résultats, basés sur le dépistage de quarante-cing isolats de Pseudomonas résistants au
cuivre et possédant des capacités de promotion de la croissance des plantes (PGP), ont révélé
des caractéristiques prometteuses. Nous avons observé que ces isolats sont capables de produire
de l'auxine (AIA) en présence et en absence de cuivre, tout en solubilisant le phosphore

inorganique et en produisant de I'acide cyanhydrique (HCN).

Parmi ces isolats, P. lactis, P. atacamensis et Pseudomonas sp. PS11 se sont distingués par
leur capacité a produire des niveaux élevés de sidérophores, identifiés principalement comme

de la pyoverdine apres purification par FTIR.

Nous avons ensuite évalué I'efficacité de chélation accrue de la pyoverdine pour certains
métaux lourds, démontrant sa capacité a chélater plusieurs métaux avec des affinités différentes.
Parmi les metaux lourds testés, la souche P. atacamensis (PO22) a présenté le pourcentage le
plus élevé de chélation par rapport au cuivre. Ces résultats mettent en lumiere le potentiel des

isolats de Pseudomonas résistants au cuivre en tant qu'agents de PGP, et mettent en évidence
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I'importance des siderophores, notamment la pyoverdine, dans la chélation des métaux lourds.
IIs ouvrent ainsi la voie & de futures recherches sur I'utilisation de ces isolats dans des

applications agronomiques et environnementales.

Nos travaux ont également mis en évidence le potentiel des PGPR pour améliorer la
croissance et la tolérance des plantes, notamment du blé tendre, face a un stress métallique
induit par le sulfate de cuivre. Ce stress a exercé une influence significative sur divers
parametres physiologiques des plantes, tels que la réduction de la biomasse racinaire et
aérienne, la diminution de la chlorophylle des tissus, ainsi que la perturbation de I'hnoméostasie

ionique et hydrique.

En revanche, les PGPR étudiés ont notablement augmenté des indicateurs de vitalité tels
que la production de régulateurs de stress, comme la proline, et ont favorisé une amélioration
significative du taux de pigments chlorophylliens ainsi que de I'assimilation des éléments
minéraux, méme en conditions de stress. Ces observations mettent en évidence le role des PGPR

dans la promotion d'une agriculture durable et résiliente aux défis environnementaux.

Les résultats de cette étude ouvrent ainsi des perspectives prometteuses pour le
développement de stratégies de bioremédiation respectueuses de I'environnement, contribuant
ainsi a préserver la santé des écosystemes terrestres et a garantir la sécurité alimentaire a long

terme.

Dans le cadre des perspectives de recherche, la pyoverdine, identifiée comme un chélateur
biologique prometteur dans notre étude, pourrait bénéficier de recherches supplémentaires en
vue de sa commercialisation, notamment des travaux sur la production a grande échelle, la
purification et la formulation pour faciliter son utilisation dans des applications agricoles et

environnementales.

Pour évaluer pleinement I'efficacité des PGPR, des essais sur le terrain a grande échelle sont
nécessaires, permettant d'évaluer leur impact sur la croissance des plantes, la productivité des
cultures et la qualité du sol, fournissant ainsi des données cruciales sur leur faisabilité et leur

efficacité dans des systemes de culture réels.

Parallélement, une exploration plus approfondie des mécanismes moléculaires sous-tendant

I'interaction des PGPR avec les plantes et leur role dans la tolérance au stress metallique pourrait
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étre entreprise, notamment en étudiant les voies de signalisation et en identifiant les géenes

impliqués.

Des recherches complémentaires visant a optimiser les formulations microbiennes
contenant des PGPR sont également nécessaires, avec un accent sur la compatibilité entre les
souches et sur les techniques de formulation pour améliorer la stabilité et la viabilité des

inoculants microbiens dans des conditions environnementales variées.
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Annexe | :
1. Milieux de culture

Tableau 8. Composition des milieux de culture

Milieux Ingrédients g/L
Milieu K2HPO4 69
succinate KH2POq4 39
(g/L) (NH4)2S04 2-),929
MgSO,4 .7H20 49

acide succinique

pH=7 (le pH est ajusté a 7 par

NaOH 6M)

Milieu Glucose 10

Pikovskaya (NH4)2 SO4 0,5

g/L NaCl 0,2
MgS0a4.7H20 0,1
KCI 0,2
Extrait de levure 0,5
MnS0O4.7H20 0,002
FeS04.7H20 0,002
Casz (PO4)2 5
Agar agar 15
pH 7,0

Milieu Glucose 10

NBRIP  Ca3(POa)2 5

(National  pjgClp.6H20 5

Botanical 050, 7H,0 0,25

Research

Institut’s KCI 02

phosphate (NH4)2S04 0,1

medium) g pH 7,0

/L
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1. Solution nutritive Hoagland

Tableau 9. Macro et microéléments utilisés en solution Hoagland

Macroéléments :

Produits Solution mere Composant Par litre (mL)
(9/L)

1M KNO3 101 5

1M Ca(NO3)2 .4H20 236 5

1M MgS0O4.7H20 246 2

1M NHsNH3 80 1

1M KH2PO4 136 1

Fe-EDTA 7.89/05L 15

Microéléments 1

Microéléments :

Produits Solution mere ()

H3BO3 2,86

MnCI2.4H20 1,81

ZnSO4.7H20 0,22

CuSO4.5H20 0,05

NaZzMo0O4.2H20 0.12
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1. Gélose CAS

Tableau 10. Composition de la gelose CAS

Solution Composition Quantité Volume
(mL) (mL)
FeC13.6H20 (ImM) 10
Solution 1 (Solution indicatrice Fe-CAS) CAS (1,21 mg/ml-) 50 100
HDTMA (1,82mg/ml) 40
Solution Quantité
(9)
Solution 2 (Solution tampon) PIPES 30,24
KH2PO4 0,3
NaCl 0,5 800
pH= 6,8 avec du KOH 50% NH4C1 1
Agar 15
Glucose 290 70
Mannitol 29
Solution 3
Quantité
(mg)
MgSO4.7H20 493
CaCl; 11
MnSO4.H20 1,17
H3BO3 1,4
CuS0O4 9 5H20 0,04
ZnSO4.7H20 1,2
Na:Mo04.2H20 1
Solution 4 Casamino acids 10% (p:v) 30
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Annexe Il : Réactifs

Tableau 11. Réactifs et compositions

1. Réactif de Salkowski Composition
Acide perchlorique 50 mL a 35 %
FeCl3 1mL de 0.5 M.

2. Reéactifs de Barton Composition
Solution A: 125¢g

Ammonium molybdate

Dissoudre d’ammonium molybdate

Solution B:

Ammonium Vanadate

Dissoudre 0,625g d’ammonium Vanadate (NH4)
VO3, dans 150 mL d’eau distillée bouilli et

laisse au froid puis ajouter 125 mL d’acide nitrique

a 60%.

(NH4) 6M07024.4H0, dans
200 mL d’eau distillée.

3. La réaction de Vanado-molybdate
(Barton)

Composition

La solution B est mise dans une fiole de 500 ml,

puis la solution A est ajoutée et le volume est

complété par I’eau distillée.
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Annexe |11 : Les courbes
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Figure 50. Courbes d’étalonnages pour le dosage de la proline, de 1’ AIA, et du phosphore
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