République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Bejaia

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département microbiologie lj[ ) Al Ayl
Filiere : Science biologique \JP/ Tasdawit n Bgayet
Option :Ecologie microbienne

Université de Béjaia

Mémoire de Fin de Cycle
En vue de I’obtention du diplome

MASTER

Theme

Utilisation de deux algues marines Cystoseira sp. et

Enteromorpha intestinalis et de deux souches
bactériennes dans la restauration de la croissance

du blé cultivé sous stress du Cadmium

Présenté par :

LOURABI Dahbia

LALOU Kenza Amera
Soutenu le : 21 Juin 2017

Devant le jury composé de :

M. BELHADI D. MAA Président

M. NABTI El-Hafid Professeur Encadreur
Mlle BENSIDHOUM L. Docteur Co-promotrice
Mlle DJINNI I. MCB Examinatrice

Année universitaire : 2016 / 2017



REMERCIEMENTS

Avant tout, nous remercions Allah le tout puissant de nous avoir accordé courage et
bénédiction pour accomplir ce travail.

Nous remercions particulierement Mr. NABTI EL HAFID. Merci pour votre patience, vos
encouragements et votre confiance. Votre rigueur scientifique, votre pédagogie et vos
conseils rédactionnels nous ont aidés a mener a bien ce travail.

Nous tenons a remercions tres sincerement M. BELHADI D. d’avoir accepté de présider le
jury de notre soutenance, ainsi que Mlle DJINI I. d’avoir accepté d’examiner notre travail.

On tient a exprimer nos profondes reconnaissances a Mlle BENSIDHOUM Leila, notre
Co-promotrice, pour son suivi attentif, son soutien, son enthousiasme et ses conseils avises
tout au long de ce travail.

Nous remercions également, 1’équipe du Laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables : Abdelwaheb, Nacera, Nouria, Fatiha, Hachemi, Hmanou, Fares, Sylia, et
Nadia pour leurs encouragements et les bons moments passer ensembles.

Merci a tous qui ont participé, de prés ou de loin, a la réussite de ce travail.



Dédicace

Je dédie ce mémoire a

Ma meére, qui a eceuvré pour ma réussite, de par son amour, son soutien, tous les sacrifices
consentis et ses précieux conseils, pour toute son assistance et sa présence dans ma vie,
recois a travers ce travail aussi modeste soit-il, I'expression de mes sentiments et de mon

éternelle gratitude.

Mon pere, qui peut étre fier et trouver ici le résultat de longues années de sacrifices et de
privations pour m'aider a avancer dans la vie. Puisse Dieu faire en sorte que ce travail porte

son fruit ; Merci pour les valeurs nobles, I'éducation et le soutient permanent venu de toi.

Mon frere et mes sceeurs qui n‘ont cessé d'étre pour moi des exemples de persévérance, de

courage et de générosite.

Amera



Dédicace

Je dédie ce travail a ma Famille bien aimée,

a mon Pere, qui peut étre fier et trouver ici le résultat de longues années de sacrifices et de

privations pour m'aider a avancer dans la vie

Ma mere, qui a ceuvré pour ma réussite, de par son amour, son soutien, tous les sacrifices consentis
et ses précieux conseils, pour toute son assistance et sa présence dans ma vie, re¢ois d travers ce travail

aussi modeste soit-il, l'expression de mes sentiments et de mon éternelle gratitude.

a mon oncle pour son admiration silencieuse qui me pousse a avancer

a mes chers Douadi, Boubker, Brahim, et Salim qui n'ont cessé d'étre pour moi des

exemples de persévérance, de courage et de générosité.

a Chikh Kamel AISSAT qui m'a assisté¢ dans des moments difficiles et m'a servi

d'exemple.

Dahbia



Liste des figures

Liste des Figures

N° Titre Page
1 Les différentes stratégies de la phytoremédiation (Dengra Grau, 2016) 11
2 | Site de prélévement des échantillons d"algues marines 13
3 | Les étapes suivies pour la préparation de la poudre d"algue 14
4 | les microplaques remplies par les différents milieux testés 18
5 | Préparation de mélange du Sol/Tourbe avec ou sans algue 19
6 | Schéma illustrant la position des différents lots préparés 21
7 | Quelques étapes d"évaluation des parametres de la croissance du blé 22
8 | Les étapes suivies pour le dosage de la chlorophylle 22
9 Production de I’AlA par les souches bactériennes 27
10 | Effet des algues sur la tolérance des bactéries au cadmium 28
11 | Production de I’AlA par les souches bactériennes en présence du Cadmium 30
12 | Valeurs des parametres de croissance du bléinoculé par les souches 31

bactériennes N5 et E5

13 | Quantités de chlorophylle a, b et totale du blé inoculé par les souches 32

Bactériennes

14 | Effet des deux algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis sur la 34

croissance du blé

15 | Effet des algues sur la teneur en chlorophylle a,b et totale du blé 34
16 | Influence du Cadmium sur les différents paramétres de la croissance du blé. 36
17 | Impact du Cadmium sur la quantité de chlorophylle a, b et totale du blé. 37
18 | Effet des souches bactériennes sur la restauration de la croissance des 39

différents paramétres du blé

19 | Effet des souches bactériennes sur la teneur en chlorophylle a, b et totale du 39

blé cultivé sous stress du Cd

20 | Effet de la poudre d’algues sur les déférents parameétres de la croissance du 41

blé en présence du Cadmium.

21 | Teneur en chlorophylle a, b et totale du blé cultivé en présence de Cystoseira 41

et Enteromorpha intestinalis dans un sol pollué.

22 | Effet des consortia algue-bactérie sur la longueur des tiges et des racines 43
23 | Effet des consortia algue-bactériesur le poids frais des tiges et des racines 43
24 | Effet des consortia algue-bactériesur le poids sec des tiges et des racines 43
25 | Effet des souches bactériennes et des algues marines et de leur association 44

sur la quantité des chlorophylles a, b et totale du blé cultivé sur sol pollué



http://ddd.uab.cat/search?f=author&p=Dengra%20Grau%2C%20F%20Xavier&sc=1&ln=en

Liste des Tableaux

Liste des Tableaux

N° Titre page
| Taxonomie des algues récoltées 18
1 La répartition sur microplaques des différents milieux préparés 19

i Resultats de la tolérance des souches bactériennes aux métaux 24

lourds

v Résultats de la solubilisation du phosphate 26




Liste des Abréviations

Liste des Abréviations

ACC : AminoCyclopropane-1-Carboxylique

AlA : Acide Indole Acétique

ANOVA : Analyse of Variance (Analyse de la variance)

Cd : Cadmium

DMSO : Diméthylsulfoxyde

INRS : Institut National de Recherche et de Sécurité

LB : Luria Bertani

MT : Métallothionéines

PBS: Phosphate Buffereed Saline

PC : Phytochélatines

PCA: Plat Count Agar

PGPB : Plantes Growth Promoting Bacteria (Bactéries Promotrices de la Croissance des
Plantes)

PGPR : Plantes Growth Promoting Rhizobacteria (Rhizobactéries Promotrices de la

Croissance des Plantes)



Sommaire

Sommaire

Liste des figures

Liste des tableaux

NP OUCTION ..ottt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneneees

1. LS MELAUX TOUITS ...ttt ettt re e reeneeneene e e e
1.1. Origine de la contamination des sols par les métaux lourds ..........ccccceevevveieiiieieese e,
1.2. Mobilité et biodisponibilité des MetauX lourds...........ccccvveviereiiieieee e
1.3.1Impact des METAUX TOUITS.........ciiiiiiiiie et
1.4.2.IMPACE SUF 18 PIANTE ...
1.4.2.Impact sur microorganismes du SOl.........c.coveiiiiiiieie e
P - O Vo [ 410 o USSP PR PR PRRRRRI
2.1. Origine du Cadmium dans 18 SO6.........ccooiiiiiiiiie s
2.1.1.Teneur NAtUIEllE AES SOIS .......uiiiiiecieciee st nrees

2.1.2.0r0IgiNe aNthIOPIGUE. ... ..c.eiiuieie ettt et s —eereebeaseesaeesreenee e
2.2. CadmiUum e PIANTES. ......eeiiiieci e ettt sreee e re e et aaere e

2.2.1.PhytotoXiCite dU CaAOMIUML.....ccviiiiiiiicciece e re e e sreeste s e e e e sre e
2.2.2.Réponses des plantes au CadmiUm........ occeoveiiiiiiies e

2.3, CadMIUM Bt DTS, ..ot e et e ettt e e e e e e eate —eereeeeeeeeeseeeaareeeeens

2.4. 1. TOXICITE AU CAUMIUM ...ttt ettt e £ereese e e eneeseesbesbesreere e
2.4.2.Mécanismes de toxicité du cadmium chez les bactéries ..... ....occeveverercrieiie i
2.4.3. Mécanismes de résistance au Cadmilm..........c...ooverieieiieiieere e cveeeseesiesee e
[1. L& DIOrEMEIALION ... .cviiieieicieiiee e ettt sttt reeneeneeneas
1. Assainissement des METAUX TOUFAS ........c.oiviiiieieieee e
2. La DIOrEMEIALION ...ttt st st ene et e e neeneeneas

2.1.La bioremédiation auxX MIiCro-0rgaNISIMES ........ccurerieriereeriertestesieseeeeee e et eneeeenes



Sommaire

2.1.1. Les types de bioremédiation MiCrODIENNE...........ccoveieiieiiee e 8
2.2. La PhYLOreMEdIALION ......cveeiiiiiieie ettt te e e esra e te e esreenaeeneesneas 9
2.2.1. Phyto-StMUILION ....oveiiecie ettt te e reenne e 10
2.2.2. PRYLO-EXIFACTION .....viiie ettt sttt sttt sttt ettt e be et esreenteeneeaneenne e 10
2.2.3. PRYLO-StADIIISALION ..ottt st re b 10
2.2.4. PRYLO-VOIALHHISALION ....eoviiieiiieiiiee et st nne e 10
2.3. La phyto-remeédiation et 18S PGPR...........ccooiiiiiiiiee e 11
2.4.La phyto-remédiation et [€S alQUES..........ceeiuieieiieiiee e 12

Matériels et Méthodes

1. SOUCNES DACTEIIENNES....c..iiteiiiiiieiiee e bbbt 13
P N [ [0 L= T - ] USSR 13
N | (=3 Lo =TT ] | SRS PRSSS 13
2.2.Recolte et 1avage deS algUES. ........oouiiiieiiieiie ettt niee s 14
2.3. Préparation de 1a poudre d’al@UE..........cciuveiuiiiiiiiie it 14
2.4. Taxonomie des algues FECOIERS .......ccuviiiiiiie e be e 14
3. Tolérances des souches bactériennes au CadmiUum ..........ccooerniirinrnes e 15
4. Mise en évidence de quelques caracteres PGP chez les souches N5 et E5.........cccccoeeneee. 15
4.1. Solubilisation du PROSPNALE .........ooiiiiieiieee e s 15
A.2.ProdUCtioN O ALA ...t nre s 15
5. Effet du Cadmium sur la production de I"AlA par les souches NS et E5 ........c.cccoeveveennen. 16
6. Effet des algues sur la tolérance des bactéries au Cadmium.........ccccevevevereieseseeeeiene, 16

7. Effet des algues et des souches bactériennes sur la croissance de blé dans un sol

polluéounon par 1e CadmiUm ..........coiiiiiieie e 18
7.1, ChOiX de Ja PIANTE.......oceeeeece et nre s 18
7.2. CaraCtéristiques du SOI ULTTSE..........ooiiieiiieie et 19
7.3. Stérilisation des graines de DIE ..ot 19
7.4. Préparation des Cultures DaCtErIENNES...........ccveiiiiieieceece et 19
7.5, Plan d’@XPETICIICE ....c.vviveiiieiiiiie ittt 19

7.6. Dosage de 1a ChloropnYHE .........ooiiiie e 22



Sommaire

8. ANAIYSE STALISTIGQUE. ....eeveeeieiieeie ettt e st e st e e s e ne e be e s e sneesteeneesreenneans 23

Résultats et Discussion

1. Tolérances des souches bactériennes au Cadmilum ..........cocoveerriirceneseee e 24
2. Mise en evidence de quelques caractéres PGP chez les souches N5 et E5...........cccccveeeeee. 25
2.1. Solubilisation du PhOSPNALE .........couiiiiiie i 25
2.2, ProdUCLION A ALA ...ttt ettt e b e et et a e be e nra e reennre s 26
3. Effet des algues sur la tolérance des bactéries au Cadmium.........ccccevereveneiesesineieereenenn, 28
4. Effet du Cadmium sur la production de I"AlA par les souches N5 et E5 .........ccccoccveirnnne. 29
5. Effet des souches bactériennes et des algues marines sur la stimulation de la croissance de
0] LSRR PRTPPSPRN 31
5.1. Effet des SOUChES NS BL ES........ooiiiice e 31
5.2. Effet des algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis.........c.cccoovvvvvieicviieiienenn, 33

6. Effet des algues et des souches bactériennes sur la restauration de la croissance du blé dans
un SOl pollué par 16 CadmMiUm .........coveiiiieie e 36
6.1. Effet du Cadmium sur la croissance de BIE ..o, 36

6.2. Effet des souches bactériennes et des algues marines sur la restauration de la croissance

A DIE SUF SOl POIIUE. ... 38
6.2.1. Effet des SOUCNES DACEIIENNES .........coueiiiiiieieeee e 38
6.2.2. EFfEt dES AIGUES ....c.eeceeeieee ettt e e raenre e 40
6.2.3. Effet de I’association algues-souches sur la croissance de blé sur un sol pollué........... 42
(00 0] 01 [ o USSR 46
Références BibliographiqUES ..........ccooieiiiiiiie e 47

Annexes



Introduction



Introduction

. Introduction

L’accumulation de métaux lourds dans les sols est une préoccupation majeure pour les
agriculteurs et les consommateurs, en raison de leurs effets néfastes sur la croissance des
cultures, la qualité des produits alimentaires et la santé humaine et environnementale
(Augusto Costa, 2001).

Le Cadmium est un élément tres toxique. Sa toxicité est considérée supérieure de 2 a 20
fois plus que celle des autres métaux lourds (Das et al., 1997). Plusieurs études ont été
réalisées pour recenser les niveaux de contamination des productions de grande culture,
telle que le blé dur par le cadmium, pour contribuer a la sureté sanitaire des aliments et

participer a la protection de la santé humaine.

Le blé est I’une des principales céréales, il constitue la ressource alimentaire pour toute
I’humanité. En Algérie, la superficie réservée a la céréaliculture est, aujourd’hui de 3,3
millions d’hectares (90% des terres cultivées). 40% de cette surface sont destinés a la
production du blé dur (Nedjah, 2015). Les rendements, restent tres bas malgré les efforts
fournis pour répondre aux besoins alimentaires de la population qui est toujours croissants.
Cette faible production est souvent expliquée par I'influence des mauvaises conditions

associees, notamment a la pollution par les métaux lourds (Selmi, 2000).

Le développement de techniques efficaces pour décontaminer les sites pollués est
devenu indispensable. Les méthodes physico-chimiques de dépollution de ces sites utilisées
présentent I’inconvénient d’étre coliteuses et lourdes a mettre en ceuvre (Raskin et al., 1997 ).
De plus, elles perturbent fortement I’activité biologique des sols et altérent leur structure
physique. Le besoin de nouvelles techniques économiquement compétitives et pouvant
préserver les caractéristiques du sol s’est fait sentir et 1’utilisation des biotechnologies s’est
avérée étre une alternative intéressante. La bioremédiation regroupe différentes techniques
d’assainissement du sol, faisant appel aux microorganismes et aux plantes pour stabiliser ou

extraire les polluants.

C’est dans ce contexte que se situe le présent travail dont 1’objectif principal est de
proposer un bioprocédé visant a restaurer la croissance du blé sur un sol pollué par le

Cadmium.

p.- 1
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Ce travail est scindé en trois parties :

e La premicre, présente une synthése bibliographique sur les métaux lourds et la
bioremédiation ;
e Laseconde est réservée au matériel et méthodes utilisés dans cette investigation ;

e La derniére est consacrée aux résultats et discussion obtenus lors de ce travail, et enfin

on termine avec une conclusion.
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l. Les métaux lourds

Les métaux lourds sont définis comme étant des eléments métalliques ayant une
densité supérieure & 5 g/cm?®, il s"agit du : Cadmium, Mercure, Plomb, Cuivre, Nickel, Zinc,
Cobalt, Manganese et Chrome (Arris, 2008). Ces éléments sont présents naturellement dans
la crolte terrestre et dans tout organisme vivant, a des concentrations variables suivant les
milieux et les organismes (Zorrig, 2011)
En fonction de leurs effets physiologiques et toxiques, on en distingue deux types : Métaux
essentiels et métaux toxiques.
o Les métaux essentiels

Ce sont des éléments indispensables a 1’état de trace pour de nombreux processus
cellulaires et qui se trouvent en proportion trés faible dans les tissus biologiques (Loué,
1993). Lorsque la concentration dépasse un certain seuil, certains peuvent devenir toxiques
c’est le cas du Cuivre (Cu), Nickel (Ni), Zinc (Zn), Fer (Fe) (Kadouche, 2013).
o Les métaux toxiques

En plus de leur caractere polluant, ces métaux ont des effets néfastes sur les
organismes vivants méme a une faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu
pour la cellule, c’est le cas du plomb (Pb), mercure (Hg) et du Cadmium (Cd) (Baker et
Walker, 1989).
1.1.  Origine de la contamination des sols par les métaux lourds

Les métaux lourds présents dans les sols peuvent avoir deux origines : naturelle ou
anthropique.
o Origine naturelle : Elle comprend les émissions atmosphériques provenant des
volcans, le transport des poussieres continentales et I'altération des roches enrichies en métal
(Ernst, 1998).
o Origine anthropique : C’est la source majeure de contamination comme :
I’exploitation des mines et des fonderies ; I'application de pesticides a base de métaux et de
boues d'épuration enrichies en métal dans l'agriculture; la combustion des fossiles; les
industries métallurgiques et électronique, etc., (Alloway, 1995).
1.2. Mobilité et biodisponibilité des métaux lourds

La pollution des sols par les métaux traces est un probléme majeur car, contrairement
aux autres milieux (atmosphére et eau), le sol posseéde une faible capacité a s’épurer. De plus,
les polluants sont principalement liés aux particules de sols et sédiments (Berthelin et
Bourrelier, 1998).

p.3
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La connaissance de la teneur totale en métaux lourds ne suffit pas a estimer I’impact sur
I’environnement. Deux autres notions sont a prendre en compte :
o La biodisponibilité : C’est la capacité d’un élément a passer d’un compartiment du
sol & un étre vivant (racine d'une plante, micro-organisme, ...).
o La mobilité : C’est la capacité d’un élément a passer d’un compartiment du sol & un
autre (Joubert et al., 2006).
1.3.  Impact des métaux lourds

La pollution de I'environnement par les métaux lourds constitue un probleme majeur
de part le monde. Etant donné que les métaux lourds ne peuvent pas étre biodégradés en
produits inoffensifs et par conséquent persistent indéfiniment dans I'environnement. La
contamination des sols agricoles par ces métaux constitue un sérieux probléme
environnemental et présente plusieurs désavantages sur la santé humaine et sur l'agriculture
(Zhang et al., 2011).

1.3.1. Impact sur la plante

Tous les métaux lourds peuvent, a partir d’une concentration seuil, induire une toxicité
chez les plantes. Ces métaux peuvent affecter le développement et la santé des plantes en
inhibant la croissance ou la germination de ses graines ; en altérant sa structure ou en affectant

les pigments photosynthétiques (Neelima et Reddy, 2003 ; Oancea et al. 2005).

1.3.2. Impact sur les microorganismes du sol

En plus de leur effet sur les plantes, les métaux lourds sont réputés par leur toxicité sur
la plupart des microorganismes telluriques ayant par la suite des conséquences sur le
fonctionnement de I"écosysteme (Huynh, 2009). Leur effet sur la dénaturation des protéines
ou sur I’intégrit¢ de la membrane cellulaire affecte la croissance, la morphologie et le
métabolisme des microorganismes (Leita et al., 1995).
Un autre effet néfaste des métaux lourds dans le sol consiste en I"inhibition des activités
enzymatiques dans le sol. (Renella et al., 2003 ; Landi et al., 2000 et Huynh, 2009). Les sols
contaminés par les métaux lourds peuvent donc perdre certaines de leurs propriétés

biochimiques indispensables au bon fonctionnement de 1’écosystéme (Huynh, 2009).

p.4
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2. Le Cadmium (Cd)

Le Cadmium est un métal lourd peu répandu dans la crolte terrestre. Il est bio-
accumulable et répertorié comme toxique par I’INRS (Institut National de Recherche et de
Sécurité) sous ses formes sulfure et oxyde de Cadmium.

Le Cadmium peut étre adsorbé a la surface de la plupart des minéraux argileux, des
carbonates ou des hydroxydes de fer ou de manganése. Des études ont montré que les
mécanismes d’adsorption peuvent étre considérés comme le processus le plus important de
rétention du Cadmium dans les sols (Dudley et al., 1988, 1991).

2.1.  Origine du Cadmium dans le sol

2.1.1. Teneur naturelle des sols

La croGte terrestre renferme en moyenne de 0,1 a 0,2 mg de Cadmium par kg de sol
sec, avec des différences importantes selon 1’origine des sols. Les gisements sédimentaires
jouent un role déterminant dans 1’accumulation du Cadmium, avec dans certains sites, des
teneurs pouvant atteindre 300 mg/Kg (Juste et al., 1995).

2.1.2. Origine anthropique

La production mondiale de Cadmium est en continuelle expansion. Elle est de 1’ordre

de 24200 tonnes en 2015 (Société chimique de France, 2017). Le Cadmium est présent dans
des minerais de plomb, de cuivre et de zinc, ainsi la production d’une tonne de zinc
s’accompagne obligatoirement de 3 a 4 Kg de Cadmium (Juste et al., 1995).
Outre les secteurs environnant les usines de production de zinc, de tres nombreuses activités
anthropiques sont sources de pollution par le Cadmium: Usines chimiques (pigments,
matieres plastiques, peintures, batteries, etc.) ; Usine de matériaux de construction, de pate a
papier et les raffineries de pétrole. Les égouts ou émissions de particules résultant de ces
différentes activités ainsi que 1’utilisation massive de fertilisants et de pesticides sont
responsables de la contamination de notre écosysteme. (Aoun, 2008).

2.2. Cadmium et plantes
2.2.1. Phytotoxicité du Cadmium
Chez les plantes, le Cadmium n’a aucune fonction biologique connue (Pokorny et al.,

2004), il est toxique a de faibles concentrations (De la Rosa et al., 2004). L inhibition de la
croissance des plantes cultivées en présence du Cadmium peut étre liée a la perturbation de
1’équilibre de certaines hormones de croissance, notamment 1’auxine (Hasenstein et al., 1988),
a une action délétere du Cadmium sur la composition des parois cellulaires (Chaoui et El
Ferjani, 2005), ainsi qu’a des perturbations de la machinerie photosynthétique, notamment la

structure des chloroplastes et la biosynthese de la chlorophylle (Mobin et Khan, 2007 ; Ebbs
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et Uchil, 2008). La diminution de la biomasse végétale se manifeste par une réduction de la
croissance des parties aériennes et racinaires (Ghnaya et al., 2005 ; Zorrig et al., 2010), la
chlorose, la nécrose, la perturbation des flux d’eau due a l'inhibition de la division et de
’¢longation des cellules xylémiques, la déficience en phosphore et en azote, I’accélération de
la senescence et la décélération de développement des jeunes bourgeons (Cosio, 2005;
Clemens, 2006).

2.2.2. Réponses des plantes au Cadmium

Les plantes ont mis en ceuvre des mécanismes « spécifiques » pour diminuer la toxicité
des métaux. Ces mécanismes incluent ’inactivation des métaux par chélation et par leur
exclusion des compartiments cellulaires dans lesquels ils sont toxiques. Ceci suppose
cependant que les métaux sont séquestrés dans des organites spécifiques comme les vacuoles
ou dans certaines structures telles que les trichomes (Clemens, 2006).

2.3.  Cadmium et bactéries
2.3.1. Toxicité du Cadmium

La toxicité du cadmium a été mesurée essentiellement sur la croissance bactérienne, la
respiration ou I’activité déshydrogénasique, et certaines activités enzymatiques.

D’une maniere générale, I’effet toxique du Cadmium s’exprime au niveau de la
croissance bactérienne le plus souvent en terme d’augmentation du temps de latence et parfois
d'inhibition du taux de croissance et de la biomasse produite.

D<aprés Jakubczak et al. (1981), les bactéries gram positif sont plus sensibles a 1‘action du
Cadmium que les bactéries gram négatif.

Beveridge et Murray, (1976) et Beveridge et Koval, (1981) I’accumulation des métaux
par les parois gram positives est 10 fois supérieure a celle observée dans les parois gram
négatives. La comparaison de la répartition cellulaire du Cadmium chez des souches
bactériennes sensibles et résistantes a ce metal a montré que 3 fois plus de Cadmium
s’accumulait dans le cytoplasme des bactéries sensibles (Remacle et al., 1982). La localisation
du métal toxique serait donc intracellulaire. Toutefois il est impossible de préciser si la
répartition cellulaire du Cadmium observée chez les bactéries sensibles est la cause ou la
conséquence de leur sensibilité.

2.3.2. Meécanismes de toxicité du cadmium chez les bactéries

Le cadmium est susceptible d'agir a plusieurs niveaux simultanément dans la cellule

bactérienne : au niveau membranaire, sur les activités enzymatiques et avec les acides

nucléiques (Bauda, 1986).
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e Effets sur les membranes
Sur la membrane, le Cadmium interagit avec les phospholipides et par conséquent modifie la
fluidité membranaire (Caffrey et Feigenson, 1984).
e Effets sur les activités enzymatiques
De nombreuses activités enzymatiques sont modifiées en présence du Cadmium, comme
par exemple celle de la phosphatase alcaline (Chlebowski et al., 1977). La phosphatase
alcaline est une métallo-enzyme possédant du zinc dans son site actif, et le remplacement du
zinc par le cadmium a été observe (Sowadski et al.,, 1981). La B galactosidase et les
déshydrogénases sont aussi inhibées en présence de cadmium (Cenci et al., 1985).
e Effets sur les acides nucléiques
La toxicité du Cadmium sur le matériel génétique peut provenir d’une interaction métal-
acides nucléiques et/ou d’une interaction métal-enzymes du métabolisme des acides
nucléiques. En effet, si le cadmium peut se complexer au niveau des protéines, il est
également susceptible de réagir avec les atomes d’azote des bases puriques et pyrimidiques et
avec les atomes d'oxygene des groupements phosphates du squelette « sucre-phosphate » des
acides nucléiques. D’aprés Jacobson et Turner (1980), la complexation du Cadmium au
niveau des phosphates stabiliserait la structure en double hélice de I'ADN, tandis que sa
complexation au niveau des bases aurait un effet déstabilisant sur cette structure.
2.3.3. Mécanismes de résistance au Cadmium
Les bactéries développent des mécanismes de résistance aux métaux qui commencent
a étre explicités. Six mécanismes principaux de résistance au Cadmium ont été décrits chez
les bactéries : la fixation du métal a la périphérie cellulaire, I’accommodation, la synthése de
molécules intracellulaires qui piégent le métal, la précipitation de complexes métallique
insolubles, une accumulation de métal réduite et la méthylation (Bauda, 1986).
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I1. La bioremediation

1. Assainissement des métaux lourds

L’¢limination des métaux lourds de I’environnement est extrémement importante
(Murphy et al. 2007). Les différents cas de pollution par les métaux lourds générent autant de
sites contaminés, qu’il est hautement souhaitable d'appliquer des approches correctives
appropriées pour les sols pollués, ce qui peut réduire le risque de contamination par les
métaux (Wuana et al., 2010 ; Vesely et al., 2012 ).

Les méthodes physico-chimiques de dépollution de ces sites présentent 1’inconvénient
d’étre coliteuses et lourdes a mettre en ceuvre ce qui a encouragé les entreprises a ignorer le
probleme (Raskin et al., 1994 ). Ces methodes peuvent également causer des problemes
environnementaux secondaires du fait de la création de boues porteuses du métal qui sont
extrémement difficiles a éliminer (Murphy et al., 2007). Le besoin de nouvelles techniques
économiquement competitives s’est fait sentir et I’utilisation des biotechnologies s’est avérée
étre une alternative intéressante (Huynh., 2009).

2. La bioremeédiation

La bioremédiation est une technique écologique qui emploie des processus biologiques
en utilisant des micro-organismes, des champignons, des plantes ou de leurs enzymes pour
éliminer les contaminants toxiques et remettre I'environnement naturel altéré a son état
d'origine (Akshata et al., 2012).
2.1. La bioremédiation aux micro-organismes

La bioremédiation utilise des microorganismes pour réduire, éliminer, contenir et
transformer des contaminants présents dans les sols, les sédiments, I'eau ou l'air. Les 15
derniéres années ont connu une augmentation des types de contaminants auxquels la
bioremédiation est appliquée, y compris les solvants, les explosifs, les hydrocarbures, etc.
Maintenant, les processus microbiens commencent a étre utilisés dans 1’assainissement des

contaminants radioactifs et métalliques (Henry et al., 2005).

2.1.1. Les types de bioremédiation microbienne

Les microorganismes peuvent étre indigenes dans une zone contaminée ou ils peuvent étre
isolés d'ailleurs et amené sur le site contaminé (Akshata et al., 2012). La mise en place de
procédés de bioremédiation implique dans un premier temps de mieux comprendre les
interactions entre les bactéries et les métaux, puis d’identifier des candidates intéressantes

avant d’appuyer leur action dans les sols par différentes méthodes. Parmi elles :
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La bio-stimulation : elle implique la modification de I'environnement pour stimuler les

bactéries existantes capables de la bioremédiation. Cela peut se faire en ajoutant diverses
formes de nutriments limitants et d'accepteurs d'électrons, tels que le phosphore, I'azote,
I'oxygéne ou le carbone (Elektorowicz, 1994; Piehler et al., 1999; Rhykerd et al., 1999 ; Dung
etal., 2014)

La bio-augmentation : celle-ci signifie l'introduction de microorganismes isolés du site

contaminé, soigneusement selectionnés et génétiquement modifiés pour soutenir
I'assainissement des sites contaminés (Dung et al., 2014).

L'activité microbienne joue un role crucial dans l'assainissement des métaux dans les

résidus du sol. L’étude des interactions des microorganismes avec les métaux lourds ont un
intérét croissant ces dernieres années. L'absorption de métal microbien peut se produire soit
activement (bioaccumulation) soit passivement (biosorption) (Akshata et al., 2012)
La biosorption : Peut étre définie comme I'absorption microbienne d'espéces de métaux par
des mécanismes physico-chimiques tels que I'adsorption. La biosorption peut également
fournir des sites de nucléation pour la formation de minéraux stables (Beveridge et Doyle,
1989; Southam, 2000; McLean et al., 2002).

La bioaccumulation : En plus de la sorption sur les surfaces cellulaires, certaines especes

cationiques peuvent étre accumulées dans les cellules via des systémes du transport
membranaire d'affinité et de spécificité variable. Une fois dans les cellules, les espéces
métalliques peuvent étre liées, précipitées, localisées dans des structures intracellulaires ou
organelles, ou translatées a des structures spécifiques (Gadd, 1997; White et al., 1997; Gadd
et Sayer, 2000 ; Geoffrey et al., 2004).

2.2. Laphytoremédiation

Elle est définie comme une technique de dépollution basée sur I'utilisation de plantes
pour extraire ou transformer les polluants organiques et inorganiques. La capacité de
certaines plantes a tolérer ou méme a accumuler des métaux a permis d’ouvrir de nouvelles
voies de recherche sur le traitement des sols (Huynh, 2009). La phyto-remédiation est
considérée comme la technique d'assainissement qui génere lI'impact environnemental négatif
le plus bas sur les sites d'assainissement (Noori et al., 2012).
Les types de stratégies de phyto-remédiation (Fig. 1) particulierement utilisés dans la

dépollution des métaux lourds sont décrits ci-dessous :
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2.2.1. Phyto-stimulation
Les plantes sécretent des exsudats racinaires qui peuvent étre utiliseés par les communautés

microbiennes et promouvoir leur développement et leurs activités. Cette stimulation
microbienne dans la rhizosphere modifie la bioaccumulation, 1’oxydation/réduction
biologique et la biométhylation des métaux lourds (McGrath, 1998).
2.2.2. Phyto-extraction

C’est un phénoméne dans lequel les plantes hyper-accumulatrices absorbent les
métaux du sol par leur systeme racinaire et les transportent vers les parties aériennes
récoltables (Xu et al., 2012). Puisque les métaux lourds ne sont pas dégradables, la rhizo-
dégradation est exclue, et la phyto-extraction des métaux se limite a accumuler 1’élément
toxique dans la plante. Le rendement de la dépollution dépend étroitement de la quantité de
biomasse produite (Vavasseur, 2014).
2.2.3. Phyto-stabilisation

Les mécanismes impliqués dans la phyto-stabilisation comprennent les précipitations,
la sorption des racines, la complexation ou la réduction de la valence des métaux. La phyto-
stabilisation, contrairement a la phyto-extraction, se concentre principalement sur la
séquestration des métaux lourds dans la rhizosphere mais pas sur les tissus végétaux (Paz-
Ferreiro et al., 2014).
2.2.4. Phyto-volatilisation

La technique de phyto-volatilisation s’applique a des éléments non dangereux une fois
dilués. Pour les eéléments comme le sélénium ou le mercure qui deviennent volatils une fois
méthylés, il est possible de transformer une plante et lui faire exprimer une méthylase, qui
permettra la dispersion de la pollution par volatisation tout en restant a des niveaux de

concentration atmosphérique inférieurs aux normes en vigueur (Vavasseur, 2014).
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Figure 1 : Les différentes stratégies de la phytoremédiation (Dengra Grau, 2016)
2.3. La phyto-remediation et les PGPR

L’interface entre le sol, les microbes et les racines des plantes (rhizosphére) est connue
pour avoir une grande influence sur I'absorption des nutriments ainsi que sur la diminution de
la toxicité des métaux (Mc Near, 2013). Un processus réussi de phyto-remédiation ne dépend
pas uniquement de la plante, mais aussi des interactions entre les métaux, les microbes de la
rhizosphere et les plantes (Hemambika et al. 2013).

Les PGPR sont des bactéries rhizosphérigques stimulatrices de la croissance des plantes
grace a un certain nombre de mécanismes tels que : la fixation d’azote ; la production de
phytohormones et de sidérophores et la transformation des éléments nutritifs. Les PGPR sont
considérés comme des composantes importantes de la technologie de phytoremédiation
(Wenzel Et al., 1999; Glick, 2003).

En plus de leur aptitude a promouvoir la croissance végétale, ces bactéries peuvent faire face
a la pollution et la réduire par le processus de bioremédiation en association avec des plantes
(Okon et Labandera-Gonzalez, 1994). La sélection de bactéries a la fois stimulatrices de la
croissance des plantes et résistantes aux métaux lourds peut améliorer la recolonisation de la
rhizosphére des plantes dans les sols pollués (Deepthi et al., 2014), ce qui offre des
possibilités intéressantes pour une agronomie respectueuse de 1’environnement. En effet, une

meilleure connaissance de I"utilisation de ces populations bactériennes pourrait permettre une
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diminution des intrants phosphatés et des pesticides polluants dans les sols agricoles (Wojcieh
et Lise, 2002).
2.4. La phyto-remédiation et les algues

Cette derniere décennie, I'utilisation de plantes aquatiques, en particulier des micro et

macro algues, recoit une grande attention en raison de leur capacité a absorber les métaux ou
a les rendre moins nocifs (Iran et al., 2012).
Les algues ont de nombreuses caractéristiqgues qui en font des candidats idéaux pour
I'élimination et la concentration de métaux lourds, qui incluent une tolérance élevée aux
métaux lourds, la capacité a se développer a la fois de fagon auto-trophique et hétéro-
trophique, de grands rapports superficie / volume et I"expression des phytochélatines (Surech
et al., 2004).

Par ailleurs, les organismes répondent au stress de métaux lourds en utilisant différents
systemes de défense, tels que I'exclusion, la compartimentation, la fabrication de complexes et
la synthése de protéines contraignantes telles que les métallothionéines (MT) ou les
phytochélatines (PC) (Ben Chekroun and Baghour, 2013). L'adsorption, la phytosorption et
I'affinité des algues pour les cations de métaux lourds dans le traitement des eaux usées en
raison de sa haute surface chargée négativement ont été reconnues depuis longtemps
(Sekabira et al ., 2011).
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Le travail a été réalise au niveau du laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables (Equipe Biomasse et Environnement). Les expériences ont été menées
durant une période de 4 mois (Février-Mai 2017). Elles ont été scindées en deux parties :

- La premiére partie comporte 1’ensemble des tests in vitro visant la sélection de
bactéries adaptées a notre étude.

- La seconde partie porte sur la stimulation et la restauration de la croissance du blé
dur cultivé sous stress du Cadmium, par les bactéries, les algues et leur association

dans le milieu naturel.

1. Souches bactériennes

Les 4 souches bactériennes utilisées dans cette étude proviennent de la collection du
laboratoire de maitrise des énergies renouvelables, Equipe Biomasse et Environnement,
université de Bejala. La revivification a été réalisée par repiquage sur bouillon nutritif
(Annexe 1) suivi d’une incubation a 30°C/24h. Les souches N5, L4 appartiennent au genre
Pseudomonas et la souche N2 appartient au genre serratia. Les trois souches ont été isolées
a partir d"une eau de puit contaminée par les métaux lourds situé a Djebira (36°41'59.2"N
5°04'28.8"E) dans la wilaya de Bejaia. L isolat E5 est une bactérie non identifiée, obtenue
a partir d"un sol pollué par les métaux lourds situé a Amizour (36°40'28.6"N4°56'06.4"E) a
Bejaia, quant a la souche Pseudomonas protegens CHAO, elle provient de I"unité de

recherche Interaction Plante Microbe de centre Helmholtz de Munich, Allemagne.
2. Algues marines

2.1. Site de récolte

La récolte des algues marines a eu lieu dans la cOte ouest de la wilaya de Bejaia
(Boulimate 36°48'42.1"N 4°58'53.9"E) (Fig. 2) en mars 2017. Deux espéces d algues ont
été récoltées.

Le petit marin homestay i\
. \\

0

&y r
&9 Boulimat # Boulimat Plage «

Figure 2 : Site de prélevement des échantillons d"algues marines
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2.2. Récolte et lavage des algues

Des échantillons d algues ont été récoltés a lI'aide d’un couteau et d"un ciseau, puis
conservés dans des boites en plastique contenant de 1’ecau de mer. Les boites ont été par la
suite transportées au laboratoire. Les algues cueillies ont été lavées avec I"eau de robinet 3

a 4 fois afin d"enlever tous les épiphytes et les particules de sable adhéreées.

2.3. Préparation de la poudre d’algue

Les échantillons d’algues sont déposes en fines couches sur des claies et séchées a
I'air libre (a I'abri de la lumiére solaire), le séchage est poursuivi dans des étuves réglées a
45°C. Les algues séchées sont ensuite broyées a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a
I"obtention d”une poudre fine, puis tamisée et conservee dans des pots en verre fumé (Fig.
3).

Figure 3 : Les étapes suivies pour la préparation de la poudre d"algue

1 : Enteromorpha intestinalis récolté. 2 : Enteromorpha intestinalis dans une boite en plastique. 3 : lavage
des algues avec I’eau de robinet. 4 : des algues marines sur des égouttoirs. 5 : séchage des algues a I’air libre.
6 : Broyage des algues marines par un broyeur électrique.7 : tamisage.

2.4.Taxonomie des algues récoltées

Deux especes d algues marines récoltées sont sélectionnées pour cette étude, elles sont
identifiées par Mr. Moussu (Laboratoire d’écologie, UAMB). Il s"agit d"une algue brune

(Cystoseira sp.) et une algue verte Enteromorpha intestinalis (Tableau I).
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Tableau I : Taxonomie des algues récoltées (Dawson et Foster,1982 ; Mattio, 2008)

Taxonomie

Phylum Clorophyta

Algue 1 Classe Chlorophyceae
Ordre Ulotrichales ‘ J
Famille Ulvaceae Oitecomseghe: sl
Genre Enteromorpha
Phylum Ochrophyta

Algue 2 Classe Phaeophyceae
Ordre Fucales -
Famille Sargassaceae AN o
Genre Cystoseira

3. Tolérances des souches bactériennes au Cadmium

Dans le but de sélectionner les souches bactériennes résistantes a des concentrations
toxique, du Cadmium (CdSQ,), des cultures jeunes des souches CHAO, L4, N2, N5 et de
I"isolat E5 sont ensemencées en duplicata dans des boites de pétris contenant le milieu
PCA (Annexe 1) préparé a des concentrations croissantes de Cadmium (ImM, 2mM et
3mM), puis incubées a 30°C/72h. Des boites de milieu PCA, ne contenant aucune

concentration de Cadmium, sont préparées en paralléle comme témoin.

4. Mise en évidence de quelques caracteres PGP chez les souches N5 et E5

4.1. Solubilisation du phosphate

La solubilisation du phosphate a été étudiée sur le milieu Pikovskaya agar (Annexe I) selon
la méthode de Sonam (2011). Des disques de 5 mm de diametre de chaque isolat
sont déposés sur la surface du milieu Pikovskaya puis incubés a 27°C/4 a 7J.

L’activité phosphatasique est révélée par apparition d’un halo transparent autour des

colonies.

4.2. Production d"AIA
Ce test permet de déterminer la capacité des souches bactériennes a produire la

phytohormone Acide Indole Acétique (auxine).
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Les bactéries sont inoculées dans le milieu LB (Annexe 1) supplémenté de 0.5% de glucose
et de 0.5mg/ml de tryptophane, puis incubées a 30°C/4 Jours. Aprés incubation, les
cultures sont centrifugées a 13000 tr/min pendant 3min. 1.2 ml de surnagent sont récupérés
puis additionnés de 4.8 ml de réactif Salkowsky (150 ml H,SO4 98% + 250 ml H,O+ 7.5
ml FeCl; 0,5M). La solution est agitée au vortex puis gardée a température ambiante
pendant 30 minutes.

L’absorbance de la coloration rose apparue est mesurée par spectrophotometre (Shimadzu
UV-1800) a 535 nm. La concentration de I’AIA est déterminée par établissement d’une
courbe d’étalonnage (Annexe Il) de la DO a 535 nm en fonction de la concentration de

I’AIA (Sigma) pur en ug/ml.

5. Effet du Cadmium sur la production de I’AlA par les souches N5 et E5

Ce test permet de Vérifier I'effet de Cadmium sur la capacité des souches N5 et E5 a
produire la phytohormone AIA. Le protocole est similaire a celui cité dans la section 4.2.
Cependant le milieu LB est préparé a des concentrations croissantes en Cadmium (0mM,
1Mm, 2mM et 3mM). Les concentrations d”AIA sont déterminées par établissement d’une
courbe d’étalonnage (Annexe I1) de la DO & 535 nm en fonction de la concentration d”AIA

(Sigma) pur en pg/ml.

6. Effet des algues sur la tolérance des bacteries au Cadmium

L’effet des algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis sur la tolérance des
bactéries N5 et E5 a été réalisé sur des microplaques.
Les extraits utilisés dans ce test sont préparés comme suit :
X 2 g de la poudre d’algue Cystoseira sp. sont homogénéisés avec 10 ml d’ecau
distillée contenant différentes concentrations de Cadmium (0 mM, 0.5 mM et 1IMm) ;
<> 2 g de la poudre d’algue Enteromorpha intestinalis sont homogénéisés avec 20 ml
d’eau distillée contenant différentes concentration de Cadmium (0 mM, 0.5 mM et 1mM).
Ces preparations sont laissées sous agitation pendant 2h a température ambiante. Les
surnageants sont récupérés puis conserveés a 4°C.
Plan d expeérience

L’expérience a été réalisée sur des microplaques a fond rond de 96 puits [12colonnes
(8puits/colonne)]. Chaque puits est inoculé avec 200ul des différents milieux
préalablement préparés avec 20 ul de la suspension bactérienne. Chaque test est réalisé

dans une colonne (8 puits), donnant a la fin 8 répétitions de méme nature (tableau 1). Des
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témoins sans apport de Cadmium ni d"algues sont réalisés en parallele. Les microplaques

inoculées sont incubées & 30 °C pendant 4 jours (Fig.4).

Le tableau ci-dessous montre la répartition des différents milieux préparés

Tableau 2 : La répartition sur microplaques des différents milieux préparés

Colonne 1

Microplaque 1

Microplaque 2

Microplaque 3

200 pl LB+ 20 pl de la

suspension N5

200 pl LB & 0.5mM de Cd + 20 pl
de la suspension E5

200 pl LB a 0.5mM de Cd + 20 pl

de la suspension N5

Colonne 3 200 pl LB+ 20 pl de la 200plLBalmMdeCd+20pul 200 pl LB a1 mM de Cd + 20 pl
suspension E5 de la suspension E5 de la suspension N5
Colonne 5 100 plI de milieu LB+100p! 100 pl de milieu LB +100pl 100 pl de milieu LB +100pl
Extrait de Cystoseira+20 ul  Extrait de Cystoseira sp. avec 0.5  Extrait de Cystoseira sp. avec 0.5
de la suspension N5 mM Cd+20 ul de la suspension mM Cd+20 ul de la suspension
ES N5
Colonne 7 100 pl de milieu LB+100ul 100 pl de milieu LB +100ul 100 pl de milieu LB +100pl
Extrait de Cystoseira + 20 Extrait de Cystoseira sp. avec 1 Extrait de Cystoseira sp. avec 1
pl de la suspension E5 mM Cd+20 pl de la suspension mM Cd+20 pl de la suspension
ES5 N5
Colonne 9 100! de milieu LB+100pl 100 pl de milieu LB +100pl 100 pl de milieu LB +100pl
Extrait d’Enteromorpha Extrait de Enteromorpha Extrait de Enteromorpha
inestinalis+20 pl de la intestinalis avec 0.5 mM Cd+20 intestinalis avec 0.5 mM Cd+20
suspension N5 I de la suspension E5 I de la suspension N5
Colonne 1 100pl de milieu LB+100ul 100 pl de milieu LB +100ul 100 pl de milieu LB +100pl

Extrait d’Enteromorpha
inestinalis+20 ul de la

suspension E5

Extrait de Enteromorpha
intestinalis avec 1 mM Cd+20 pl

de la suspension E5

Extrait de Enteromorpha
intestinalis avec 1 mM Cd+20 pl

de la suspension N5

La croissance bactérienne dans les différents puits a été déterminée par mesure de
la DO a 600nm a I’aide d’un spectrophotométre (ShimadzuUV-1800).

Les deux lectures sont obtenues en melangeant le contenu des 4 puits (8 en total) dans une

cuve a spectrophotometre.

p.17




Matériel et Méthodes

CXCCCCCC O ) o\g;:‘o_oio e
| q ¢ ot S
‘;::OO.} REC L CC X CC LN '(oo,gI(Q,OO.O!
 ®eeeese" | 4 <
| | 3
A
| ﬁ =

|

Figure 4 : Les microplaques remplies par les différents milieux testés

7. Effet des algues et des souches bactériennes sur la croissance de blé

dans un sol pollué ou non par le Cadmium

L effet des deux souches bactériennes N5 et E5 et des algues Cystoseira sp. et
Enteromorpha intestinalis sur la restauration de la croissance du blé a été étudié sur un sol
contaminé par le Cadmium. Ce test va permettre de vérifier la capacité des algues et des
souches bactériennes a restaurer la croissance du blé sur un sol pollué.

7.1. Choix de la plante

Dans cette étude le choix s’est porté sur le blé dur, car en tant que céréale, il constitue
I’aliment de base dans de nombreux pays, spécialement ceux en voie de développement ou
la sécurité alimentaire reste un objectif non atteint. Selon Chebbi et EI Mourid (2005), ils
estiment que la consommation annuelle moyenne des céréales par habitant en Algérie est
I'une des plus élevée dans le monde. Ce qui explique que la sécurité alimentaire de notre
pays dépend de la production céréaliére.

Le potentiel de production de céréales, en pluvial, sous climat méditerranéen, est trés
limité (Tavakkoli et Oweis, 2004). Le recours aux importations massives pese sur
I’économie de 1’Etat. En effet, I'Algérie importe chaque année prés de 6,5 millions de
tonnes de céréales (Conseil International des Céréales, 2009). Des travaux de soutiens
agricoles destinés a la céréaliculture sont déployés, en I’occurrence du blé dur (Triticum
durum), dans 1’objectif d’améliorer la production et aboutir a un redressement du

rendement ( Haddad et al., 2016).
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7.2. Caractéristiques du sol utilisé

Le sol utilisé dans cette étude est un mélange constitué de 50% de tourbe et 50% du sol
agricole, provenant d"un site situé a Derguina (36°35'31.2"N5°20'06.6"E) dans la wilaya
de Bejaia.
Dans ce test les pots destinés a étudier I"effet des algues ou I"effet combiné de I"algue et

des bactéries ont été remplis avec un mélange de sol et de poudre d"algues a raison de 2%
(Fig. 5)

[ 4

Figure 5 : Préparation de mélange du Sol/Tourbe avec ou sans algue

1:lesol. 2: latourbe. 3 : mélange sol et tourbe (v/v). 4 : mélange du sol avec la poudre

d’Enteromorpha intestinalis. 5 : mélange du sol avec la poudre de Cystoseira sp.
7.3. Stérilisation des graines de blé
Les graines de blé sont traitées avec de I'éthanol (70%) pendant 1 min sous agitation puis
avec de I'hypochlorite du sodium (12%)/15 min. 6 lavages successifs a I’eau distillée stérile

sont appliqués pendant 15 minutes pour se débarrasser du chlore (G6tz et al., 2006).

7.4. Préparation des cultures bactériennes

Des cultures bactériennes préparées sur milieu LB (annexe 1) sont incubées a
30°C/24h. Les cultures sont ensuite centrifugées a 6000 rpm/min/5 minutes, le culot est
récupéré et lavé deux fois avec une solution d’eau physiologique. Les suspensions
bactériennes utilisées pour 1'inoculation des graines de blé sont préparées dans 1’eau
physiologique. Enfin, ’absorbance de chaque suspension obtenue a été standardisée a une
DO = 0.5 (A=600 nm) (Egamberdieva et al. 2010).
7.5. Plan d"expérience

Deux expériences ont éte réalisées :
L expérience 1 : Elle est constituée de 7 pots/lot (Témoin ; blé+ souche N5 ; blé+ souche

E5 ; blé +Cystoseira sp.; blé +E. intestinalis ;blé+ souche N5+Cystoseira sp. ;blé+ souche

N5+ E. intestinalis ; blé+ souche E5+Cystoseira sp. ;blé+ souche E5+ E. intestinalis).
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L expérience 2 : basee sur les mémes conditions que I’expérience 1, mais additionnée de
0.5 mM du Cadmium.

Les graines destinées a I"étude de I"effet des souches bactérienne (avec ou sans algue, en
présence ou en absence du Cadmium) sur la croissance du blé sont trempées dans les
cultures bactériennes pendant 1h a tempeérature ambiante. Les autres graines destinées aux
autres tests sont trempées dans |"eau de robinet stérile (Nabti et al., 2014).

Les graines trempées préalablement dans les cultures bactériennes ou I"eau, sont semées a
raison de trois graines par pot (10g du mélange tourbe/sol) a une profondeur de 1 cm. Les
pots de I"expérience 2 sont arrosés le premier jour par 1 ml d"une solution de Cadmium
(0.5mM), les autres pots sont arrosés par 1 ml d”eau de robinet. Les deux expériences sont
réalisées dans des conditions naturelles a température de 23-28°C/20 jours. Tous les pots
sont irrigués tous les 3 jours avec 5ml d"eau de robinet. Les parameétres de croissance de la
plante (Pourcentage de germination (%); Longueur de la tige et de la racine (cm); Poids
frais des tiges et des racines (g); Poids sec des tiges et des racines (g); contenance en
chlorophylle a, b et totale (mg)) sont évalués a la fin de 1’expérience.

La figure 6 illustre les différents lots préparés.

p. 20



Matériel et Méthodes

0000000
0000 0ooa
O00000ad
0000oOooo
0000000
00000004
000000d
000000d
0o0oo0oogd
0000000
0000aogd
0o0ooogod
0000aoo
000000d
0000000

Alvéole 1
Sans Cadmium

ira sp.

E5-Cysrose:

ira

N5-Cystose

ira Sp.

Cystose

Souche N5

E5-Enteromorpha sp.
NS5-Enteromorpha sp.

Enteromorpha sp.

Souche E3

0000000
0000000
0000ado
000Ooo0ood
00gdOoood
000OoaOgo
O000O00oOoo
0000O0go

0000000
0000000
0000000
0000000
00000od
0000000
0000000

Alvéole 2
Avec Cadmium

Cd 0,5mM

Enteromorphasp. |N5-Enteromorphasp.
Cd 0,5mM

E5-Cd 0,5mM

N35-Cd 0,5mM

ira sp.

N3-Cystose

Cd 0,5mM NS5-Enteromorpha sp.

irasp.

Cystose

Cd 0,5mM

Cd 0,5mM

Alvéole 3

0000000
0000ooa
0000odad
0000000
000000a
0000000
0000000
0000000
0000000
00000oa
00000ad
0000o0aad
0000000 |
0000000
0000000 ;

Témoins

Témoin-Cd 0,5mM

Figure 6 : Schéma illustrant la position des différents lots préparés
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Figure 7 : Quelques étapes d"évaluation des paramétres de croissance du blé

1 : 3graines par pot a semer. 2 : plantes du blé. 3 : séchage des plantes du blé. 4 : plantes du blé apres la

Q|
Ny
T

récolte. 5 : évaluation de la longueur de tiges. 6 : des tiges et des racines des plantes dans des boites Pétri. 7 :

des racines et tiges dans I’étuve.

7.6. Dosage de la chlorophylle

Pour les deux expériences citées dans la sections (7.5), la teneur des pigments
photosynthétiques a été déterminée. La chlorophylle a été dosée selon la méthode de
Hiscox et Tsraelstam, (1979). Pour cela, 100 mg de matiére fraiche sont découpés puis
placés dans des tubes contenant 7 ml de DMSO (Diméthylsulfoxyde). Le mélange est
incubé a 65° C/30 minutes. Apres incubation, le volume est ajusté a 10 ml avec le DMSO.
L absorbance est lue immédiatement a 645 et 663 nm (Fig. 8). Les teneurs en chlorophylle

a, b et totale sont déterminees suivant les équations établies par Arnon (1949).

Chla(g 1) = 0.0127 x A663 — 0.00269 x AB45:
Chlb(g I™%) = 0.0229 x A645 — 0.00468 x AB63;
Chl totale (g 1) = 0.0202x A645 +0.00802 x A663.

[

Figure 8 : Les étapes suivies pour le dosage de la chlorophylle
1: 100 mg de masse fraiche dans des tubes. 2 : I’addition de 7 ml de DMSQ.3 : des tubes contenant le
mélange (masse fraiche +DMSO) dans le bin marée.4 : 1’addition de 3ml de DMSO.5 :

lecture par un spectrophotometre.
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8. Analyse statistique

Les données relatives aux paramétres de croissance ont fait 1’objet d’une analyse
statistique en utilisant le logiciel GraphPad PRISM version 6.01. Le test de I’analyse de la
variance MANOVA (Test Fischer LSD) a été appliqué (p<0.05).
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Resultats et Discussion

1. Tolérances des souches bactériennes au cadmium

Comme l'ont souligné Trevors et al. (1985), Lakshmipathy et al. (2010), Osama et
al. (2011), il y a une nuance dans la définition exacte de ce que 1'on entend par la résistance
aux métaux lourds. Gadd (1992) a suggéré d'utiliser le terme "résistance" lorsqu'il est
possible de caractériser un mécanisme spécifique de désintoxication bactérienne pour un
métal. Par conséquent, la tolérance semble plus appropriée de se référer a la capacité d'une
souche bactérienne a croitre en présence de concentrations élevées en métal. Dans notre
cas, le mécanisme de ce processus n'a pas été étudi¢, nous avons donc préféré le terme
«tolérance» que «résistancey.

Les résultats de la tolérance aux métaux lourds des souches bactériennes sont illustrés dans
le tableau suivant.

Tableau I1I : Résultats de la tolérance des souches bactériennes aux métaux lourds

CHAO L4 N2 NS ES
CdSO,; (mM)
- - +-- ++ e
- - + ++ e
- - - - -

Les résultats obtenus montrent une variabilité dans la tolérance des souches testées.
Les deux souches N5 et ES sont les plus tolérantes. En effet elles tolérent jusqu’a 3mM de
cadmium. Comparée 4 ces deux souches, N2 montre une tolérance modérée allant jusqu’a
2mM. Les autres souches CHAO et L4 se sont avérées sensibles a la concentration de ImM
du Cadmium.
La présente ¢tude s’inscrit dans I’enchainement logique de notre investigation, 1'objectif
¢tait d'évaluer la capacité des isolats bactériens (L4, N5, N2, E5 et CHAO) a tolérer des
concentrations toxiques en cadmium et 1'éventuelle utilisation de ces bactéries dans la
bioremédiation de métaux toxiques.
Dans une étude taxonomique des bactéries tolérant les métaux lourds, Austin et al. (1977)
ont rapporté que la majorité des bactéries tolérantes aux métaux €taient principalement des
Pseudomonas spp. Les milieux aquatiques et terrestres contiennent des populations

extrémement diverses de bactéries Gram positives et Gram négatives et une
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sélection peut avoir lieu, en présence de métaux lourds, pour des organismes résistants. La
prédominance des bactéries Gram négatives dans les sédiments pollués et 1'eau a déja été
décrites (Duxrury, 1983). La cinétique de la croissance en présence de métaux montre que
S. marcescens peut tolérer des concentrations sub-inhibitrices de Cadmium, de Plomb et de
Chrome (Mariateresa et al, 2012). D’apres Nageswaran. (2012), la souche Serratia
marcescens isolée a partir du sol, a exhibé une forte résistance aux antibiotiques et aux
métaux lourds. Sa nature tolérante aux métaux peut jouer un role important dans la
bioremédiation.

Les bactéries du sol peuvent résister a la toxicité en transformant les métaux en
formes moins toxiques, en immobilisant des métaux sur la surface de la cellule ou dans les
polymeéres intracellulaires et par la précipitation ou la biométhylation (Elena Dell” Amico
et al, 2015). D’aprés Trevors et al. (1986), la résistance des bactéries aux métaux lourds
implique une altération de 1'absorption et non une transformation enzymatique de ce métal.

Notre étude a révélé que les souches les plus prometteuses sont N5 et ES, elles ont
pu croitre dans une gamme plus étendue de concentrations allant jusqu’a 3 mm Ces deux

souches ont donc été sélectionnées pour la suite du travail.

2. Mise en évidence de quelques caractéres PGP chez les souches N5 et ES

Dans l'environnement stressant, les bactéries de la rhizosphére avec des
caractéristiques de PGP peuvent jouer un rdle important dans la croissance des plantes
(Dell’Amico et al, 2015). La caractérisation de certaines de ces propriétés chez les deux
souches selectionnées est une étape primordiale dans la présente étude, car des études
récentes ont montré que les souches isolées des sites contaminés par les métaux lourds
peuvent améliorer la croissance des plantes (Dell'Amico et al, 2008, Idris et al, 2004,
Rajkumar et Freitas 2012).
2.1. Solubilisation du phosphate

La solubilisation du phosphate est un attribut prometteur pour la sélection de
bactéries capables d'augmenter la quantité de phosphore disponible dans la rhizosphere
(Liu et al, 2014).
Apres incubation des boites, une zone claire autour des colonies est apparue, traduisant
ainsi une solubilisation de Ca3(POgj),. Le tableau suivant montre les résultats de la

solubilisation du phosphate par les deux souches bactériennes N5 et ES.
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Tableau I'V:Résultats de la solubilisation du phosphate

Souches Résultats

Les résultats obtenus révelent que les deux souches N5 et E5 solubilisent le
phosphate et cette solubilisation est exprimée par un halo claire autour des colonies.
Il est bien établi que les bactéries et les champignons solubilisant le phosphate représentent
respectivement environ 1 a 50% et 0.1 a 0.5% de la population totale des microorganismes
du sol (Khan et al, 2009). Chen et al. (2006) ont identifié¢ plusieurs souches solubilisatrices
de phosphate appartenant aux genres Bacillus et Serratia. Gull et al. (2004) ont aussi noté
que les espeéces du genre Bacillus et Pseudomonas ont un grand potentiel de la
solubilisation du phosphate présent dans le sol. Irving et Cosgrove (1971) et Singh et al.
(2013) ont constat¢ que Pseudomonas solubilise le phosphate et améliore la
biodisponibilité des nutriments essentiels pour les plantes.

La capacité de ces isolats a solubiliser le phosphate in vitro est un critére important
qui laisse suggérer leur utilisation comme biofertilisants.
2.2. Production d'AIA

L'influence des bactéries dans la rhizosphere des plantes s'explique en grande partie
par la production des auxines (Spaepen et al, 2007). En ’occurrence, la mise en évidence
de la production d"AIA chez les isolats testés est réalisée sur milieu LB additionné de
tryptophane, la production de cette phytohormone se traduit par 1"apparition de la couleur

rose. Les valeurs d’AIA produit par chaque bactérie sont présentées dans le graphe suivant.

p. 26



Reésultats et Discussion

20

=
[é)]
1

AlA (pg/ml)
=
o
|

[¢)]
1

Figure 9 : Production de I’AIA par les souches bactériennes

Les résultats obtenus montrent que les deux souches N5 et ES produisent 1’AIA mais a
des taux différents (11.57 et 7.66 pg/ml , respectivement). Rappelons que la souche N5
appartient au genre Serratia et 1’isolat ES est un petit bacille a Gram-négatif.

Khamna et al. (2010) ont clairement démontré que les PGPB produisent de I’AIA a
des taux trés variables. Cette variation est influencée par la phase de croissance, la
disponibilit¢ du substrat et les conditions de culture (Miraza et al, 2001) car les
microorganismes ont aussi un temps de culture optimal pour la production de I'AIA.
(Xiumei et al, 2016)

Le résultat obtenu avec la souche N5 est en accord avec celui obtenu par
Selvakumar et al. (2008) qui ont trouvé que la quantité¢ de production d'AIA par la souche

endophyte Serratia marcescens était de 11,1 pg / mL.

La propriété de synthétiser I’AIA est considérée comme essentielle pour sélectionner des
microorganismes favorables, car il existe des rapports suggérant que les bactéries
productrices d'AIA ont des effets remarquables sur la croissance des plantes (Khalid et
al.,2004)

D’apres Mandeep, (2013), plusieurs traits favorisant la croissance des plantes peuvent
étre présents dans un seul microorganisme qui peut tre utilisé seul comme un inoculant
potentiel au lieu d'un consortium ou d'une combinaison de microorganismes ayant chacun

un trait unique.
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3. Effet des algues sur la tolérance des bactéries au cadmium

Le cadmium est un polluant toxique pour tous les organismes vivants. Les
mécanismes de toxicité et de résistance au Cd sont variables selon l'organisme. Il est tres
clair que la forme du métal et de l'environnement dans lequel il se trouve joue un role
important dans la maniére dont le cadmium exerce son effet et comment les organismes y
répondent (Trevors et al, 1986).

Dans la présente expérience, le potentiel de deux algues Cystoseira sp et Enteromorpha
intestinalis a améliorer la viabilité et la tolérance des souches E5 et N5 dans un milieu
contenant des concentrations croissantes en Cd (0 mM, 0.5mM et ImM), a été étudié.

Les résultats obtenus sont présentés dans les graphes suivants.
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Figure 10 : Effet des algues sur la tolérance des bactéries au cadmium

Control : Témoin ; E : Enteromorpha intestinalis ; C : Cystoseira sp.

ns : Non significatif (p>0,05) ; * : p<0.05, ** : p<0.005, *** :p<0.0005, **** :p<0.0001

Le milieu enrichi par les extraits d algues en absence de stress métallique a clairement
montré un effet treés significatif (p<0,0001) sur la croissance microbienne par rapport au
témoin.

D’aprés Goecke et al. (2012), les extraits d’algues marines peuvent stimuler la
croissance bactérienne. Il est bien connu que les macroalgues libérent une quantité
importantes de carbone organique dans le milieu environnant et fournissent des nutriments
pour les microorganismes, les bactéries hétérotrophes peuvent directement utiliser les
produits excrétés par les algues comme substrats pour leur croissance (Goecke et al, 2012).

Sous stress métallique (0.5 et 1 mM de Cadmium), la croissance bactérienne a
connu une baisse importante, traduisant 1'effet inhibiteur du Cd. L ajout d extraits d’algues

au milieu contenant le Cd, a amélioré significativement la croissance bactérienne.

p. 28



Résultats et Discussion

Cependant, D’extrait de 1’algue Cystoseira sp. Semble étre plus actif que l'extrait
d’Enteromorpha intestinalis (Fig. B et C).

Ces résultats nous laissent suggérer qu’une quantité du métal a été réduite en présence de la
biomasse algale, ce qui a favorisé la croissance bactérienne par rapport au control. De
nombreuses études ont prouvé que la biomasse inactive (non vivante) peut étre encore plus
efficace que la biomasse active dans 1'élimination des métaux lourds étant basée sur la
sorption des métaux due aux fortes affinités entre les ions métalliques et la biomasse.
(Abd-Elhady., 2015)

La capacité de biosorption de ces algues pour les métaux lourds réside
principalement dans les polysaccharides connus sous le nom d'alginates, (Davis et al.,
2003) de protéines et de lipides présents dans la structure de la paroi cellulaire qui
contiennent des groupes fonctionnels agissant comme des sites contraignants pour les
métaux lourds (JinSong et al., 2014)

L’algue brune Cystoseira sp a présenté un effet beaucoup plus favorable vis a vis de
la tolérance bactérienne au cadmium. Selon Ofer et al. (2003), les capacités d’absorption de
cations métalliques de quelques algues brunes étaient beaucoup plus élevées que celles
d'autres types de biomasse. Des études expérimentales ont montré que les algues marines,
Sargassum vulgaris et Padina pavonia peuvent E&tre utilisées pour développer un

biosorbant efficace pour I'¢limination des métaux lourds a partir de solutions aqueuses.

4. Effet du Cadmium sur la production d”AIA par les souches N5 et ES
L’objectif de ce test était d'¢lucider 1'effet du Cd sur la production d'TAA. D’apres
Fassler et al. (2010), PAIA a un potentiel considérable dans 1’atténuation de l'effet du
stress métallique sur les plantes. Cependant, il y a un manque de connaissances sur les
effets des métaux lourds sur la production d’AIA des PGPB. En outre, il est mal établi si
les métaux lourds perturbent le potentiel des PGPB a améliorer la croissance des plantes et
a réduire la toxicité des métaux lourds ou non (Xiumei et al, 2016).
Les résultats de 1’effet du Cd sur la production de 1"AIA par les souches N5 et ES sont

présentés dans le graphe suivant.
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Figure 11 : Production de I’AIA par les souches bactériennes en présence du Cadmium
ns : Non significatif (p>0,05) ; * : p<0.05, ** : p<0.005, *** :p<0.0005, **** :p<0.0001

Les bactéries produisent I’auxine a partir du tryptophane présent dans le milieu de
culture, cette production diminue régulierement en présence du Cd. D’aprés les résultats
obtenus, la souche N5 semble étre tres affectée par le Cd ou la quantité d’AIA produite en
présence de Cd a été réduite a 3.07ug/ml en présence de 3mM du ce métal. Quant a la
souche ES5, les concentrations en Cd supérieures a 1mM semblent avoir le méme effet a
partir de la concentration ImM.

D’apres les travaux de Xiumei et al. (2016), la production d’AIA par certaines souches
bactériennes a été réduite sous stress du cadmium et cette réduction va de pair avec
1"augmentation de la concentration de ce métal. Les mémes auteurs ont rapporté que cette
chute dans la concentration d’AIA a ¢ét¢ accompagnée d'une dévaluation du taux de
croissance des bactéries, ce qui laisse suggérer que la variation du nombre de cellules peut
indirectement entrainer une variation de la production d'AIA.

Apres une étude transcriptomique de la souche Enterobacter sp, Chen et al. (2016), ont
constaté qu’apres une exposition de ces bactéries au Cadmium, plusieurs genes impliqués
dans la voie de biosynthese de I’AIA (précurseur en amont du Tryptophane, impliqué dans
la biosynthese de ’AIA) ont été réprimés et par conséquent le taux de production d'AIA a

été réduit de maniere significative.
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5. Effet des souches bactériennes et des algues marines sur la

Stimulation de la croissance de blé

5.1. Effet des souches N5 et ES

Cette ¢tude traite le potentiel des deux souches NS5et ES a stimuler la croissance du
blé dur sur un sol agricole.

L'impact négatif des engrais chimiques et 1’augmentation de leur colt nuisent aux
pratiques agricoles (Mandeep et al, 2013). L'utilisation des PGPB comme engrais naturel
est avantageuse pour le développement d'une agriculture durable (Mandeep et al, 2013). Ce
sont des bactéries qui peuvent améliorer la croissance des plantes par différents
mécanismes (Glick et al, 1995), tels que la fixation d'azote, la solubilisation du phosphate,
l'activité de 1"’ACCdésaminase, la production de sidérophores et de phytohormones, ces
caractéristiques bactériennes peuvent étre évaluées comme des traits de promotion de la
croissance des plantes (PGP) (Rocheli et al, 2015).

Les résultats de 1’effet des deux souches bactériennes sur la croissance du blé sont

présentés dans les graphes suivant (Fig. 12 et 13)

1 Tiges HEE Racines

ns 25.51

Figure 12 : Valeurs des parameétres de croissance de blé inoculé par les souches

bactériennes N5 et E5

ns : Non significatif (p>0,05)

L analyse statistique des résultats obtenus montre qu’aucun des parametres de
croissance mesurés n’est significativement stimulé par les deux souches testées.

Cependant, un effet non négligeable est obtenu sur la longueur des racines.
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Figure 13 : Quantités de chlorophylle a, b et totale de bl¢ inoculé par les souches

bactériennes
ns : Non significatif (p>0,05) ; * : p<0.05

Sur la teneur en pigments photosynthétiques, les résultats montrent que la souche N5
stimule significativement (p<0.05) la production de la chlorophylle a et totale. Une
stimulation non négligeable est obtenue avec 1'isolat ES.

La production de 1’acide-indole-acétique et la solubilisation du phosphate sont deux
traits de promotion de la croissance présents chez nos deux souches bactériennes.
Rappelons que la souche N5 a produit une quantité d’AIA plus importante que celle
produite par la souche ES.

D’apres Sharma, et al. (2003), l'inoculation des semences par des PGPR améliore la
croissance végétale et augmente le taux de chlorophylle. Au cours des derni¢res décennies,
une large gamme de bactéries, y compris des especes du genre Pseudomonas, Azospirillum,
Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus et
Serratia ont été classées comme des PGPB. Serratia a été signalé comme un isolat
favorisant la croissance des plantes qui présente de multiples attributs de PGPR peuvant

influencé de manicre significative la croissance des plantes (Mandeep et al, 2013)

La production microbienne de l'acide indole-acétique (AIA : auxine) a été largement
¢tudiée (Ali et al, 2009). Cette phytohormone joue un role essentiel dans la croissance et le
développement des plantes en influencant de nombreuses fonctions végétales. (Pamela et

al, 2014). Le succes et l'efficacité des PGPB comme inoculant des cultures agricoles sont
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Influencés par divers facteurs, dont la capacité de ces bactéries a coloniser les racines des
plantes, 1'exsudation par les racines des plantes et la santé du sol (Rocheli et al, 2015).

L absence d'un effet stimulateur visible induit par les deux souches N5 et E5 est
peut étre due a la courte durée du test ou a d’autres parameétres liés aux conditions de
I’expérience (Composition, pH du sol, etc.). De nombreuses études ont mentionné les effets
PGP observés in vitro chez certaines bactéries, mais ces dernieres échouent fréquemment
dans des conditions naturelles, probablement en raison de leur incapacité a coloniser
correctement les racines dans un environnement concurrentiel. Il a ét¢ également rapporté
que les propriétés physiques et chimiques particuliéres du sol nuisent aux espéces végétales
«ciblées» ou a la communauté microbienne indigéne (Dorotha et al, 2012), ce qui peut
probablement expliquer ’incapacité de la souche E5 a exprimer 1’effet favorisant la
croissance du blé malgré la présence de quelques traits PGP. Lorsque le PGPB choisi est
adapté a I’habitat naturel de la plante cible, les effets PGP pourraient étre plus cohérents

(Dorotha et al, 2012).

5.2. Effet des algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis

Les algues ont été utilisées dans I'agriculture depuis le XIle siecle avec beaucoup de
succes (Temple et Bomke, 1988). Elles ont été ajoutées directement au sol sous forme de
compost d'algues ou en état séché en tant que farine d'algues. Lorsque le compost d'algues
est ajouté au sol, la teneur en carbone et en azote et la capacité de rétention d'eau du sol
augmentent et la résistance des cultures au stress hydrique s’améliore (Eyras et al, 1998).
L'une les applications les plus prometteuses d’algues repose sur leur utilisation comme
biostimulants. Leur activité s'explique par leur composition riche en substances favorisant
la croissance des plantes telles que les phytohormones, les acides aminés, etc., composants
qui peuvent fonctionner de manicre synergique a différentes concentrations, bien que le
mode d'action demeure inconnu (Soad et al, 2015).

Dans le présent travail, nous avons étudié l'effet biostimulant des poudres
d'algues sur les parametres de croissance du blé.
Les résultats de la croissance du blé et les taux en chlorophylle en présence de Cystoseira

sp et Enteromorpha intestinalis sont illustré dans les graphes suivants (Fig. 14 et 15).
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Figurel4:Effet des deux algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis sur la

croissance du blé

Ns : Non significative (p>0,05) ; * : significatif p<0.05

Les résultats obtenus montrent que l'algue E. infestinalis n’a pas influencé
significativement la croissance des parametres mesurés, quant a 1’algue Cystoseira sp, un
effet remarquable mais non significatif est obtenu sur les paramétres liés aux racines
(longueur, poids frais et sec).
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Figure 15 : Effet des algues sur la teneur en chlorophylle a,b et totale du blé
ns : Non significatif (p=0,05) ; * : p<0.05

Sur la teneur en pigments photosynthétiques, 1’effet de 1’algue E. intestinalis et
plutot remarquable, les quantités en chlorophylles b et totale ont été significativement
(p<0,05) améliorées. L’algue Cystoseira sp. Ne semble pas avoir un effet sur ces

parametres.
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L’effet stimulateur de la croissance des plantes par des espéces appartenant a ces deux
genres d’algues a été largement étudi¢. Bensidhoum (2016), a rapporté que ’extrait de la
méme algue Cystoseira sp., utilisée dans cette étude, manifeste un potentiel bioactif
important sur la croissance de 1'orge et d’aprés Mill et al., (2009), 1’algue Enteromorpha
intestinalis a stimulé la germination, la longueur des racines et des tiges et aussi la teneur
en chlorophylle. Chetna et al. (2015), ont également rapporté I’effet potentiel des extrais
d’E. Intestinalis sur la germination, la longueur des tiges et racines, et la teneur en
pigments photosynthétiques (chl a, chl b et les caroténoides). Ainsi, l'engrais a base
d'algues marines pourrait étre une alternative fiable aux engrais chimiques.

Il est largement spéculé que les effets positifs des extraits d'algues sur la
germination et la croissance de diverses plantes peuvent étre dus a la présence d’hormones
favorisant la croissance des plantes dans ces extraits (Blunden et al., 2010).Craigie et al.
(2011) ont observé que les extraits de Cystoseira sp contiennent des cytokinines et des
gibbérellines, ce qui peut expliquer 1’effet positif obtenu avec nos deux algues Cystoseira
sp. Et E. intestinalis sur les racines et la chlorophylle b respectivement.

L’absence d’un effet significatif sur les autre parameétres de croissance du blé est peut étre
lié a la nature du produit algal (poudre d’algue).

D’apres (Kumar and Sahoo, 2011; Nabti et al., 2010) les extraits d'algues contiennent une
large gamme de composés bioactifs. Pour l'utilisation des algues comme composants
fertilisants et biostimulants, l'extraction de l'eau semble étre l'outil le plus rentable et
pratique pour une meilleure libération des micro- et macro-éléments de la biomasse. Dans
la plupart des cas, ces extraits sont préparés en autoclavant ou en chauffant des algues dans
de I’eau distillée.

A Travers ces différents rapports et les résultats obtenus, les effets favorisant la croissance
des plantes par les extraits d’algue marines sont trés varié€s, cela suppose qu’ils dépendent
probablement de la nature de 1’algue, des ¢léments bioactifs qu’elle contient, de sa
concentration mais également du type de culture et des conditions de 1’environnement. Il
semble aussi que les extraits aqueux d’algues marines sont plus fiables en tant que

biostimulant par rapport a la poudre.
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6. Effet des algues et des souches bactériennes sur la restauration de la

Croissance du blé dans un sol pollué par le Cadmium

6.1. Effet du Cadmium sur la croissance de blé

Etant donné que les métaux lourds ne peuvent pas étre biodégradés en produits
inoffensifs et par conséquent persistent indéfiniment dans l'environnement, la
contamination des sols agricoles par les métaux lourds constitue un sérieux probléme
environnemental et présente plusieurs désavantages sur la santé humaine et sur 1'agriculture
(Zhang et al., 2011).
Wagner. (1993) a estimé que les solutions de sols non pollués contiennent des
concentrations en Cd allant de 0,04 a 0,32 mM. Les solutions du sol qui ont une
concentration en Cd variant de 0,32 a environ 1 mM peuvent étre considérées comme
polluées a un niveau modéré (Sanita di Toppi et Gabrielli, 1999). Dans cette optique, une
expérience in vivo a ¢té conduite afin d’évaluer la toxicité du Cadmium sur le blé dur
(Triticum durum) a 0.5mM.
Les figures ci-dessous présentent les valeurs des différents parametres de croissance du blé
(longueur, poids frais et sec des tiges et des racines) cultivé sur sol pollué par le Cadmium
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Figure 16 : Influence du Cadmium sur les différents parameétres de la croissance de blé.

= solnon-pollué === sol pollué

ns : Non significatif (p>0,05) ; * : p<0.05

L’analyse statistique des résultats obtenus réveéle que le Cadmium a réduit
significativement la longueur et le poids sec des tiges (p<0.05), comparativement au
témoin. Cependant, aucun effet notoire n’a €té observé sur les autres parametres.

D’aprés Oancea et al. (2005), les métaux peuvent affecter le développement et la santé de

la plante en inhibant sa croissance et en altérant sa structure. Les métaux lourds perturbent
p. 36
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la fertilité des sols et réduisent la charge microbienne (Deshwal et Kumar, 2013 ; Borymski
et Piotrowska-Seget, 2014).
Les résultats d'études antérieures montrent que le Cadmium affecte plus particulierement
la croissance des racines que la croissance des tiges (Vitoria et al., 2001). Cependant,
d’autres études montrent que 1'effet du Cd sur la croissance des tiges et des racines est
similaire (Stolt et al., 2003),.Selon Ozturk et al. (2003), il semble que I'effet du Cd sur la
croissance des tiges et des racines varie en fonction des conditions expérimentales
(solution de culture, traitements Cd, especes végétales, etc.).

Le dosage de la chlorophylle est effectué afin de vérifier I'effet de Cadmium sur la
composition du blé en chlorophylle. Les valeurs de la chlorophylle a, b et totale obtenues

sont présentées dans le graphe ci-dessous
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Figure 17:Impact du Cadmium sur la quantité de chlorophylle a, b et totale du blé.

— solnon-pollué e==m  sol pollué
ns : Non significatif (p>0,05) ; * : significatif (p<0,05)

La teneur en chlorophylle b et totale a été significativement (p<0.05) réduite par le
Cadmium, quant au taux de la chlorophylle a, le Cadmium ne semble pas avoir d’effet.

Oancea et al. (2005) ont rapporté que les métaux lourds affectent la croissance et les
pigments photosynthétiques de la tomate. Les traitements au Cadmium ont montré des
perturbations dans le métabolisme des chloroplastes par inhibition de la biosynthése de la
chlorophylle (Maria et al., 2005) et selon Qian et al. (2009), l'effet du Cadmium sur les
teneurs en chlorophylle et en caroténoides pouvant étre expliqué en fonction de son effet

sur les enzymes impliquées dans la biosyntheése des pigments. La réduction des taux de
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chlorophylle et de caroténoides semble étre 1'un des premiers biomarqueurs visibles de la
toxicit¢ du Cd (Lagriffoul et al, 1998). D’aprés Neelima et Reddy, (2003), les
concentrations ¢levées en Cadmium exercent un effet drastique sur la croissance des

graines et le métabolisme de certaines plantes (Burd et al., 1998).

6.2. Effet des souches bactériennes et des algues marines sur la restauration de la
croissance de blé dans un sol pollué

La toxicité des métaux lourds est apparente dans la réduction de la croissance et le
développement des microorganismes et des plantes. Les plantes sont la base de
'absorption, du transport et de I'accumulation du métal dans les systémes biologiques. Ce
qui nuit sérieusement a la santé des animaux et des humains (Pena-Salamanca et al., 2011).

Divers types de biomasse microbienne ont été utilisés pour leur potentiel de bio-

absorption, y compris les bactéries (Wallberg et al., 1991; Kelafa et al., 1999) et les algues
marines et d'eau douce (Murphy et al., 2007; Akhtar et al., 2008).
Des études ont confirmé 1’utilisation de la biomasse séche d’algue ou I’inoculation avec
des PGPB pour réduire la solubilité des métaux lourds, ce qui pourrait réduire leur
absorption par les plantes et par conséquent améliorer la croissance de ces derniéres
(Rajkumar et al., 2012 ; Abd-Elhady, 2015).

Dans ce contexte et en se basant sur le potentiel des bactéries et des algues dans la
bioremédiation des sols, la réduction de I’accumulation des métaux lourd dans les plantes,
la promotion de la croissance végétale dans un milieu stressant, et afin de vérifier
I’existence d’une éventuelle synergie entre les deux composantes, une expérience a été
réalisée, en présence du Cadmium, sur les graines du blé dur inoculées.

6.2.1. Effet des souches bactériennes
Les graphes suivants résument les valeurs des différents parameétres de croissance de blé

cultivé en présence de 0.5 mM de Cadmium.
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Figure 18 : Effet des souches bactériennes sur la restauration de la croissance des

différents parametres de blé

ns : Non significative (p>0,05),** : p<0.005
La souche ES5 a significativement amélioré le poids frais des tiges (p<0.005), quant

aux autres parametres, une amélioration modérée a été observée. Cependant, aucune
différence significative n’a été enregistrée avec la souche N5. Toutefois, une amélioration
remarquable de la longueur des tiges et des racines a été observée.

Les résultats de I’effet des souches bactériennes sur la teneur en chlorophylle sont illustrés

sur le graphe suivant.
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Figure 19 : Effet des souches bactériennes sur la teneur en chlorophylle a, b et totale du blé

cultivé sous stress du Cd

ns : Non significative (p=0,05) ; ** : p<0.005

Sur la teneur en chlorophylle, la souche N5 a significativement amélioré (p<0.005)
la quantit¢ de la chlorophylle b et totale produite. L’isolat E5 a modérément amélioré la

quantité des chlorophylles b et totale.
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Une étude a révélé que les inocula bactériens du genre Klebsiella, Bacillus et Serratia
réduisent considérablement DP’effet du Cadmium sur la croissance, la physiologie et
I’absorption du métal par le mais et le blé (khan et al., 2009). Récemment, Dourado et al.
(2013) ont démontré qu’une souche Burkholderia sp. produisant I’AIA et fortement
tolérante au cadmium a réduit I’absorption de ce métal par les racines de la tomate et par
conséquent, elle a atténué la toxicité du Cadmium et favorisé le développement de la
plante.
De méme dans les études réalisées par Iftikhar et al. (2014), il a été signalé que parmi
plusieurs souches bactériennes tolérant le Cadmium in vitro, uniquement 3 souches (CIK-
502 Klebsiella sp, CIK-512 Bacillus sp et CIK-517Y) ont pu réduire 1’effet du ce métal sur
les céréales et donc augmenté leur biomasse.
D’aprés ces méme auteurs, 1’absorption réduite du Cadmium dans les plantes est peut étre
due a son immobilisation dans la rhizosphere (Iftikhar et al., 2014)
Dourado et al. (2013) ont en outre affirmé que l'immobilisation du Cadmium par des
inocula bactériens atténue la toxicit¢é des métaux lourds et améliore 1’absorption des
nutriments et d’eau par les plantes.
6.2.2. Effet des algues

La présente expérience a ét€ menée pour évaluer I'efficacité¢ de deux biomasses séches
d'algues (Enteromorpha intestinalis et Cystoseira) sur l'assainissement d'un sol contaminé
par le Cadmium et estimer leur effet sur la croissance du blé.
De nombreuses études ont montré que la biomasse inactive (non vivante) peut étre encore
plus efficace que la biomasse active (vivante) dans I'élimination des métaux lourds et cela
est basée sur la sorption des métaux due aux fortes affinités entre les ions métalliques et la
biomasse (Zakhama et al., 2011 ;WanMaznah et al., 2012).

Les figures 20 et 21 présentent ’effet des deux algues Cystoseira sp.et E. intestinalis
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Figure 20 : Effet de la poudre d’algues sur les déférents parametres de la croissance du

blé en présence du Cadmium.

ns : Non significatif (p>0,05) ; * : p<0.05, ** : p<0.005,

L’ algue Cystoseira sp. A permis de restaurer de manicre considérable la longueur
des racines (p<0.05) ainsi que leur poids frais (p<0.0005). Cependant l'algue E.

intestinalis n’a présenté aucun effet positif sur les parameétres mesurés.

L0 solpoliué  poemm inoculé-cyst W i, cy1c-ENT

0
307 ~ o
= <
5 o <
o~ ~ o
~ 1) - % *
< o © o~
< NI * <
~ o
" —
N 20 7
- .
£
=
(¢]
10 7
— -
o »
d o
— = <
! !
Chla Chlb Total Chl

Figure 21 : Teneur en chlorophylle a, b et totale du blé cultivé en présence de

Cystoseira et Enteromorpha intestinalis dans un sol pollué
Ns : Non significative (p>0,05) ; ** : p<0.005, **** :p<0.0001

Ent : Enteromorpha intestinalis ~ Cysrt : Cystoseira sp

I1 est a noter que les deux algues ont exercé un effet remarquable sur la teneur en
chlorophylle. En I’occurrence, E. intestinalis a considérablement stimulé la synthese de la
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chlorophylle b et la chlorophylle totale (p<0.0001), quant a 1'algue Cystoseira sp., son
effet est moins important que celui de E. intestinalis.
Par ailleurs, Azmat et al. (2006), ont soulevé 1'effet positif de la poudre d'algues Codium
iyengarii sur la restauration de la croissance des plantes d’haricot cultivées sous stress du
Cadmium. Abd el hady. (2015) a également signalé 1’amélioration du rendement en poids
sec des racines et des tiges de la laitue cultivée dans un sol contaminé par les métaux
lourds. Le méme auteur a mentionné la réduction du taux des métaux absorbés par les tiges
et les racines de cette plante. Ceci pourrait étre attribué au role important que joue la
biomasse d’algue séche dans le comportement chimique des métaux lourds dans le sol. La
décomposition de la matiére organique est suivie par la formation de groupes actifs. Ces
composés contiennent des groupes fonctionnels tels que I'amine, le carboxyle, le sulfate et
I'hydroxyle qui jouent un réle important dans la biosorption (Lim et. al., 2008 and Chen
2012).
Ces résultats confirment encore le réle important de I'application de la biomasse séche des
algues dans la bio remédiation des sols contaminés par les métaux lourds.

6.2.3. Effet de ’association algues-souches sur la croissance de blé sur un sol pollué :

L’objectif de cette partie étant d’évaluer 1’effet de cette association sur la croissance

de la plante dans des conditions de stress métallique. Les résultats de 1’association des
souches bactériennes et des algues marines sur la croissance du blé cultivé en présence de

Cadmium sont présentés dans les graphes suivants.
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Figure 25 : Effet des souches bactériennes et des algues marines et de leur association sur

la quantité des chlorophylles a, b et totale du blé cultivé sur sol pollué

ns : Non significatif (p=>0,05) ; * : p<0.05

Apres I"analyse statistique des résultats obtenus, une amélioration a été observée sur
quelques parametres :

- Sur la longueur des tiges et des racines, seuls les deux consortia de la souche N5
avec les deux algues ont montré un effet significatif (p<0.05) sur la longueur des
racines (Fig.22).

- Sur le poids frais des tiges et des racines, le consortium E5-Ent. a positivement
influencé le poids frais des racines (p<0.05) (Fig.23).

- Sur le parametre poids sec des tiges et des racines, seul le consortium E5-Cyt. a
stimulé le poids frais des tiges (p<0.05) (Fig. 24).

- Par rapport a la teneur en pigments photosynthétiques, les consortia préparés avec
I'algue E. intestinalis ont stimulé la production de la chlorophylle a et la
chlorophylle totale (Fig. 25)

Les résultats obtenus dans les expériences précédentes montrent que 1’inoculation

du bl¢é avec les souches N5 et ES ou le traitement avec la biomasse d’algue séchée en
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présence du Cadmium, améliore globalement la croissance végétale et réduit
considérablement 1’effet toxique du cadmium sur les parameétres mesurés.

Des études récentes ont démontré que les consortia algue-bactérie ont un role
important dans la décontamination des métaux toxiques et des polluants (Lloyd, 2003).

Il est bien documenté que la communauté d’algues et des bactéries détoxifient et
assimilent de maniére croisée les métaux provenant d'environnements riches en métaux.
(Rishiram et al., 2016).

Pena-Salamanca et al. (2011) Ont montré 1'effet des consortia de bactéries-algues
rouges sur la réduction de 1'impact du Chrome sur les rendements des cultures, et ils ont
suggéré 1'utilisation de ces consortia dans les processus de transformation des métaux
lourds.

Le processus d'accumulation de métaux lourds par un consortium se fait par divers
moyens, y compris l'adsorption physique, la liaison covalente, 1'échange d'ions, la chimio
sorption, les précipitations de surface, les réactions redox ou la cristallisation sur la surface
de la cellule. De plus, a moindre échelle, les métaux sont désactivés par une absorption
active a l'intérieur des cellules pour le métabolisme. Peu d’études détaillées sur la
bioremédiation des métaux lourds par un consortium algue-bactérie sont disponibles .

L’effet des algues sur la croissance des plantes, sur la rhizosphére ou sur la
population bactérienne en présence du Cadmium a été observé. Il a été conclu que les
algues vertes contribuent a augmenter la capacité du maintien de I'eau du sol qui favorise la
croissance des plantes et stimule l'activit¢é microbienne bénéfique, la charge microbienne
augmentée en présence des algues est peut étre due au polysaccharides disponibles a leurs

surface (Azmat et al ., 2006).
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Conclusion

L utilisation des PGPB métallo-résistants et des extraits d"algues comme biostimulants
constitue une alternative biologique prometteuse pouvant influencer d’une maniére positive le
rendement et la santé des plantes.

Les travaux présentés dans ce mémoire ont permis d'en apprendre davantage sur les
PGPB, les algues et les mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des
cultures.

Notre travail a visé 1’étude de ’effet de deux souches bactériennes et de deux algues
marines sur la restauration de la croissance de blé cultivé sous stress du Cadmium.

Les deux souches bactériennesN5 et E5, sont sélectionnées pour cette étude, sur la
base de leur tolérance au Cadmium.

L etude de quelques traits PGP a montré 1’aptitude de ces deux souches a solubiliser le
phosphate et a produire la phytohormone AlA.

Le stress abiotique exercé par les différentes concentrations du Cadmium a
significativement affecté 1’aptitude des souches a produire I’auxine.

Les deux algues Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis ont largement amélioré la
tolérance des souches N5 et E5 au Cadmium.

Sur un sol pollué par le Cadmium, la croissance du blé a été significativement affectée.
L’ajout de la poudre des deux algues Cystoseira sp. Et Enteromorpha intestinalis ou des
souches bactérienne N5 et E5 a restauré quelques parametres de croissance.

L application simultanée de la poudre d’algues et des souches bactériennes sur la
culture du blé a révéle I’existence d’un éventuel effet synergique de certains consortia.

A la lumiére de ces résultats, nous émettons quelques réflexions sous formes de
perspectives pour une meilleure valorisation de ce présent travail :

- ldentifier génotypique de la souche E5 ;

- Elargir la gamme de métaux lourds a tester ;

- Etudier des mécanismes de résistance des bactéries aux métaux lourds ;

- Etudier le mode d’action des bactéries et des algues sur la restauration de la

croissance du blé et la bioremédiation des sols pollués ;

- Evaluer la cytotoxicité des bactéries testées.
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Annexe I. Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)

o Milieu PCA (Plat Count Agar)

I/ 0] T 69
EXIrait de LEVUIE oottt e e e 2,5¢g
GIUCOSE. .. e lg
N 15g
0] 7

e Milieu Pikovskaya (PKA)

EXIrait A8 IEVUIE ...ttt e 0.5¢
GlUCOSE. ..ttt 10g
MOSO4THO .. 0.1g
(NH)2SO04 ..o 0.5g
NAC . 0.2g
K 0.2g
MNSOL2H20 ..o 0.002¢g
FeSO4. TH20 ..o 0.002¢g
N ) 15¢

Aprés autoclavage du milieu, 20 ml d’une solution stérile de phosphate tricalcique
(10%) sont rajoutés, le mélange est ensuite coulé dans des boites de pétri et laissé se
solidifier.

e Milieu Luria Bertani (LB)
I8/ 100 1= 109

EXtrait de 1evure. .. ..o.oeiei e 5g
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Annexe Il
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Figure 1. Courbe d’étalonnage d’Acide Indole Acétique (AIA) a 500nm



Résumé :

L’utilisation des matiéres d’algues séches et des combinaisons « algue-bactérie » afin de
restaurer la croissance des plantes sous stresse dii aux métaux lourds a rarement été envisagee.
Dans ce travail, Les algues marines Cystoseira sp. et Enteromorpha intestinalis ont été testées
pour leur capacité a restaurer la croissance bactérienne a des concentrations élevées en
Cadmium. Les isolats bactériens N5 et E5 produisent de 1’AlA, solubilisent le phosphate
tricalcique et tolérent des concentrations élevees en Cadmium (3mM). La tolérance des deux
isolats & ce meétal a été significativement restaurée par 1’ajout d’extraits aqueux des deux
algues marines au milieu de culture. Enfin, les isolats bactériens N5 et E5, seuls ou en
association avec les poudres séches des deux algues Cystoseira sp. et Enteromorpha
intestinalis, ont été évaluer pour leurs effets sur la restauration de la croissance du blé dur
(Triticum durum) & 0 et 0,5 mM du Cadmium. En absence du stress métallique, 1’inoculation
avec la souche N5 ou I’application de la poudre d’algue E. intestinalis ont significativement
amélioré la teneur en chlorophylle dans les plantules du blé. En présence du stress,
L’association de la souche N5 avec les deux algues a significativement restauré la longueur
des racines. En outre, la combinaison E5 avec E. intestinalis a amélioré le poids frais des
racines et sa combinaison avec Cystoseira sp. a restauré le poids sec des tiges. Les
associations « bactérie-algue » semblent étre un moyen écologique prometteur pour la
restauration de la croissance des plantes sous stresse dii aux métaux.

Mots-clés : Cadmium, AlA, Triticum durum, PGPB, Algues, Cystoseira sp., E. intistinalis

Abstract:

Using dry algal materials and “algae-bacterium” combinations to restore plant growth
under heavy metal stress has rarely been considered. Herein, the seaweeds Cystoseira sp. and
Enteromorpha intestinalis were tested for their ability to restore bacterial growth at high
cadmium concentrations. The bacterial isolates (N5 and E5) tolerate high Cd concentrations
(3mM), produce IAA and solubilize tricalcium phosphate. The two isolates tolerance to Cd
was significantly restored by addition of aqueous extracts of the two marine algae to the
culture medium. Finally, the bacterial isolates N5 and E5, alone or in combination with dry
powders of the two algae Cystoseira sp. and Enteromorpha intestinalis, were evaluated for
their effects on durum wheat (Triticum durum) growth restoration at 0 and 0.5 mM Cd. In
absence of metallic stress, inoculation with the strain N5 or application of E. intestinalis
powder significantly improved chlorophyll content in wheat seedlings. In presence of 0.5 mM
Cd, combining the strains N5 with both algae significantly restored seedlings roots length. In
addition, the association of E5 with E. Intestinalis remarkably improved roots fresh weight
and its combination with Cystoseira sp. highly restored shoots dry weight. The associations
“bacterium-algae” seem to be a promising ecofriendly tool to restore plant growth under
heavy metals stress.

Keywords: Cadmium, IAA, Triticum durum, PGPB, Alguae, Cystoseira sp., E. intistinalis



