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Résumé

Les bactéries du sol jouent un rble essentiel dans les cycles biogéochimiques, la
biotransformation des métaux et les processus de bioremédiation. Dans ce contexte, plus de 700
bactéries ont été isolées des sols nus ou rhizosphériques de Sulla spinosissima, Stipa tenuissima
et Acacia cyanophylla poussant dans trois sites miniers de la région d'Oujda. La tolérance des
isolats au plomb, au zinc et a I’arsenic, de méme que les activités favorisant la croissance des
plantes (PGP) ont été étudiées. Les sols rhizosphériques contiennent plus de souches tolérantes
aux élements traces metalliques que les sols nus. Le séquencage de I'ADNr 16S a montré que
les phylums dominants étaient les Firmicutes, Actinobacteria et Proteobacteria, tandis qu'au
niveau du genre Bacillus, Arthrobacter, Stenotrophomonas et Rhodococcus prédominaient. Les
souches les plus performantes étaient LMR283 pour la production d'auxine, LMR308 et
LMR291 pour la solubilisation du phosphate, LMR250 pour la production de sidérophores et
LMR249 pour l'activité ACC désaminase. Parmi les bactéries PGP tolérantes, 27 isolats ont
montré une activité antagoniste contre Fusarium oxysporum et 81 ont produit des enzymes
lytiques. Six souches multi-tolérantes aux ETMs et possédants de multiples traits PGP ont été
inoculées a Sulla cultivée dans du sable stérilisé. L'inoculation avec la souche LMR340 a
stimulé la biomasse végétale, la teneur en chlorophylle et en caroténoides et les activités
enzymatiques antioxydantes. De plus, cing souches ont restauré la croissance des plantes
cultivées dans un sol trés contaminé par les ETMs. La souche la plus performante, LMR291,
est un bon candidat pour la biofertilisation et/ou la biostimulation des plantes sélectionnées pour

des programmes de revégétalisation et/ou de phytostabilisation de sols contaminés.

Mots clés : Sites miniers, communautés bactériennes cultivables, traits PGP, tolérance aux

éléments traces métalliques, inoculation, phytoremediation.



Abstract

Soil bacteria play an essential role in biogeochemical cycles, biotransformation of metals and
bioremediation processes. In this context, more than 700 bacteria were isolated from the bulk
soils and rhizosphere of three plant species (Sulla spinosissima, Stipa tenuissima, Acacia
cyanophylla) growing in three different mining sites in the Oujda region (Morocco). Isolates
were tested for lead, zinc and arsenic tolerance, screened for plant growth promotion traits
(PGP) and identified by 16S rDNA sequencing. Rhizospheric soils showed a large number of
metal-tolerant strains compared to bulk soils. The dominant phyla were Firmicutes,
Actinobacteria and Proteobacteria, while at the genus level Bacillus, Arthrobacter,
Stenotrophomonas and Rhodococcus predominated. The best performing strains were LMR283
for auxin production, LMR308 and LMR291 for phosphate solubilization, LMR250 for
siderophore production and LMR249 for ACC deaminase activity. Among PGP-tolerant
bacteria, 27 isolates showed antagonistic activity against Fusarium oxysporum and 81 produced
lytic enzymes. Six strains multi-resistant to heavy metals and possessing multiple plant growth
promoting traits were tested with Sulla plants grown in sterilized sand. Inoculation with strain
LMR340 boosted plant biomass, chlorophyll and carotenoids content, and antioxidant enzyme
activities. Selected strains were also inoculated to plants growing in a metal multi-polluted and
poor soil. Under these conditions, five bacterial inoculants restored plants growth. The best
performing strain, LMR291, is a good biofertilizer and/or biostimulant candidate to be used for

selected plants in re-vegetation and/or phytostabilization programs of contaminated soils.

Keywords: Mining sites, cultivable bacterial communities, PGP traits, heavy metals tolerance,

inoculation, phytoremediation.
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Introduction




L’industrialisation et I’exploitation des ressources naturelles ont entrainé une contamination et une
pollution environnementales a grande échelle et par la suite un déclin sérieux de la salubrité de
I’environnement et la détérioration de nombreux écosystémes. De grandes quantités de déchets
toxiques ont été dispersées dans des milliers de sites contaminés a travers le monde. Ainsi, chacun
de nous est exposé a la contamination par les pratiques industrielles passées et présentes, et le
risque pour la santé humaine et environnementale augmente constamment. Ces polluants
appartiennent a deux classes principales : inorganiques et organiques. Le défi consiste a développer
des solutions novatrices et rentables pour décontaminer les environnements pollués, les rendre sdrs
pour I'habitation et la consommation humaines et pour protéger le fonctionnement des écosystémes
qui soutiennent la vie. Les sites miniers abandonnés font partie des milieux les plus pollués par les
éléments traces métalliques en raison des quantités considérables de déchets miniers (déchets de
concentrés et stériles) abandonnés suite a la suspension des activités miniéres. En absence de
programmes de gestion ou de réhabilitation adéquats, ces sites peuvent avoir des effets trés néfastes
sur I'environnement et les populations. C'est le cas des sites miniers abandonnés étudiés, le district
minier Touissit-Sidi Boubker et la fonderie Oued EIl Heimer, qui sont situés a la frontiere algéro-
marocaine au sud de la ville d'Oujda. Les érosions et la dispersion des éléments traces métalliques
(ETMs) par le vent vers les régions habitées avoisinantes sont parmi les problématiques de ces

mines.

Heureusement, aujourd’hui il y a une prise de conscience des problémes concernant la croissance
industrielle et I’exploitation excessive des mines, qui a engendré une demande sociale en faveur
de la restauration des écosystéemes. Face a cette situation, les méthodes traditionnelles de
remédiation (telles que I'excavation et la relocalisation des contaminants dans les décharges ainsi
que d’autres méthodes physico-chimiques), bien que toujours tres performantes, atteignent leurs
limites en tant qu’outils d’aide a la gestion environnementale, puisque ne prennent pas en compte
la spéciation ou la biodisponibilité des contaminants et surtout elles sont colteuses et souvent
impraticables en raison de la quantité de sol utilisé, comme dans le cas des résidus miniers. Il est
donc apparu nécessaire de compléter ces mesures par des méthodes biologiques. Les approches
biotechnologiques congues pour couvrir ces niches ont donc regu une grande attention au cours
des derniéres années et la bioremédiation est une alternative potentielle pour le traitement des sites
contaminés (Fulekar, 2009 ; Rahman et Singh, 2020).

La technologie de bioremediation utilise des microorganismes pour fixer, séquestrer ou

transformer les contaminants (presents dans les sols, les sédiments ou l'eau) en les rendant moins



mobiles et moins biodisponibles pour les étres vivants. La bioremédiation dépend de la présence
de microorganismes spécifiques dans les conditions environnementales appropriées. Les micro-
organismes vivant déja dans des milieux contaminés sont souvent bien adaptés pour survivre en
présence des contaminants existants, a la température, au pH et au potentiel d'oxydation/réduction
du site (Alka et al., 2020 ; Rahman et Singh, 2020). Ces microorganismes indigénes ont tendance
a utiliser les nutriments et les accepteurs d'électrons disponibles. Ce processus de bioremédiation
implique la biotransformation des contaminants qui sont transformés en produits chimiques non
dangereux ou moins dangereux. Dans ce contexte, il a été montré que les sols qui ont été exposés
a long terme a des pollutions multiples avec des composés organiques et/ou des éléments traces
métalliques contiennent des communautés microbiennes fonctionnelles et structurelles qui ont la
capacité de s'adapter et de se développer dans ces conditions difficiles. Cela suggere que la
bioremédiation en utilisant ce genre de microorganismes est une alternative intéressante pour la
récupération de ces sites, grace a la transformation microbienne des composés toxiques et des
éléments traces métalliques en produits non toxiques. Ce type de stratégie dépend principalement
des activités biologiques cataboliques des microorganismes et de leur capacité a utiliser les
contaminants en tant que sources d'énergie et nutriments (Atlas et Unterman, 1999 ; Boopathy,
2000 ; Arora et al., 2020a, b).

La phytoremédiation est un autre moyen de remédiation qui fait appel a des plantes afin de
diminuer le niveau de pollution présent. Cependant, il existe encore de nombreuses limitations aux
systemes utilisant cette approche. Pour améliorer 1’efficacité de dépollution de cette méthode dans
les conditions hostiles des sites miniers, de nombreuses études ont montré des résultats intéressants
lorsque les plantes étaient associées a certains microorganismes. Ce genre de méthodes est
considéré comme une alternative respectueuse de I'environnement pour la décontamination des
éléments traces métalliques ou des polluants organiques. Elles sont aussi peu codteuses, causent
moins d'interférences avec la structure du sol et elles sont plus acceptables par le public que
d'autres approches ou techniques conventionnelles (Pilon-Smits, 2005 ; Liu et al., 2013 ;
Kazemalilou et al., 2020).

Au cours des derniéres années, le réle de la rhizosphére en tant que niche écologique importante
pour le fonctionnement de la biosphére a permis aux bactéries rhizosphériques dites PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) de gagner I’attention des chercheurs. En effet, au vue de leurs
propriétés diversifiées, ces bactéries sont reconnues comme des outils potentiels pour une
agriculture durable et un bon choix pour la décontamination des sols contaminés par les éléments
traces métalliques (Singh et al., 2020a). Les bactéries associées aux plantes peuvent favoriser la

croissance et le développement des plantes soit directement en fixant 1’azote; solubilisant du



phosphate; produisant des régulateurs de croissance végétale tels que les auxines, les cytokinines
et les gibberellines; et en supprimant la production d'éthyléne par I’activité aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) déaminase (Glick et al., 2007), soit indirectement en empéchant l'activité des
agents pathogenes par concurrence pour les nutriments et 1’espace; I’antibiose; la production des
enzymes lytiques et I’induction de mécanismes de défense des plantes (Zhuang et al., 2007 ;
Weyens et al., 2009 ; Guo et al., 2020). Outre leurs effets positifs directs et indirects sur la
production de biomasse, les bactéries associées aux plantes peuvent également contribuer a une
augmentation de la disponibilité et de I'absorption des ETMs et a une diminution de la
phytotoxicité de ces ETMs (Valls et de Lorenzo, 2002 ; Deb et al., 2020).

Par ailleurs, l'utilisation de souches de PGPR sélectionnées s'est révélée un puissant outil pour
améliorer la phytoremédiation du pétrole et d'autres contaminants (Guo et al., 2015). Comparée a
l'utilisation de plantes seules, la phytoremédiation assistée par PGPR peut fournir une meilleure
croissance des plantes et résoudre la contamination des sols (Gurska et al., 2009 ; Huang et al.,
2016 ; Shah, 2020).

Dans la présente étude, les sites choisis se situent dans le district minier d’Oujda. Ces sites sont
extrémement pollués car ils présentent des concentrations polymeétalliques tres fortes au niveau
des déchets miniers, notamment en Pb, Zn et As (Smouni et al., 2010). Malgré un climat austere
et une forte teneur en polluants, des plantes ainsi que les microorganismes qui leur sont associés
parviennent a s’y développer. IIs sont a priori adaptés aux conditions de ces régions et représentent
donc une ressource prometteuse pour le développement de stratégies de réhabilitation et de
stabilisation des contaminants métalliques. On peut aussi espérer qu’ils pourraient promouvoir la
transformation d'un environnement toxique en un substrat permettant I’établissement d’autres
plantes, ce qui pourrait avoir un impact sociétal important en accélérant significativement les

processus de réhabilitation des zones contaminées.

Toutes ces considérations nous ont amené a initier ce travail de thése dont I'objectif global est de
caractériser le systéme sols-plantes-microorganismes dans le district minier d’Oujda, a travers
I’étude combinée des microorganismes associés a certaines plantes rencontrés dans différents
types de déchets miniers (couverts ou nus, revégétalisés ou non, de facon naturelle ou

artificielle...).
Dans le cadre de cet objectif global, plusieurs objectifs intermédiaires ont été fixeés :

(i)  Caractériser les sols de cette région (sol nu ou rhizosphérique), en particuliers leur teneurs

en éléments traces métalliques,



(i)  obtenir une collection bactérienne des sols pollués de la région (rhizosphériques et non
rhizosphériques) et analyser la diversité moléculaire de ces bactéries,

(iii)  étudier leur résistance aux ETMs et leurs activités biologiques potentiellement bénéfiques
pour les plantes (solubilisation de phosphate, fixation d’azote, production de phyto-
hormones, production des siderophores et autres...)

(iv) évaluer le potentiel de I’inoculation par des souches élites sur la croissance de Sulla
spinossissima L. dans les conditions de stress métallique.

Au terme de cette étude, nous espérons pouvoir proposer une collection de bactéries bénéfiques

et tolérantes aux éléments traces métalliques, susceptibles d’étre des candidats efficaces pour

établir un programme de phytoremédiation assistée par les PGPR dans les sites miniers de

I’Oriental.
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. Les éléments traces métalliques (ETMs)
Les éléments traces métallique sont définis comme des éléments métalliques ayant une densité
relativement élevée par rapport a I’eau ; ces €éléments sont généralement définis comme des métaux
lourds. Cependant, leur classification est toujours discutée puisque quelques métaux toxiques ne
sont pas lourds tel que le zinc, et d’autres ne sont pas des métaux mais plutot des métalloides
comme 1’arsenic. En bref, les éléments traces métalliques sont des éléments métalliques naturels
dont la masse volumique dépasse 5 g/cm?. Ils englobent des métaux et métalloides toxiques pour
I’environnement et la santé publique. Leur biodisponibilité est influencée par des facteurs

chimiques, physiques et biologiques (Deb et al., 2020).
Les éléments traces métalliques sont subdivisés en :

= Eléments traces essentiels : ce sont des micronutriments essentiels, impliqués dans les
fonctions vitales (Reeves et Baker, 2000) comme le fer (Fe), cuivre (Cu), le cobalt (Co),
le zinc (Zn), le manganése (Mn) et le chrome (Cr) et. Ces éléments traces sont tous
toxiques a des concentrations élevées (GWRTAC, 1997 ; Reeves et Baker, 2000 ; Raikwar
etal., 2008 ; Deb et al., 2020).
= Eléments traces non essentiels : lls ne sont pas impliqués dans des fonctions vitales.
C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), de I’aluminium (Al) et du cadmium (Cd)
(Deb et al., 2020). lls sont généralement présents a I'état de traces dans la biospheére.
Les éléments traces métalliques les plus couramment rencontrés dans les sites contaminés sont le
plomb, le chrome, l'arsenic, le zinc, le cadmium, le cuivre, le mercure (Hg) et le nickel (Ni)
(GWRTAC, 1997).

La connaissance de la chimie de ces éléments traces métalliques, de I'environnement et leur effet
sur la santé sont nécessaires pour comprendre leur spéciation, leur biodisponibilité et les solutions
de traitement appropriées (Caporale et Violante, 2016 ; Qu et al., 2019). Leur répartition est

contr6lée par des réactions telles que :

(i) La précipitation et la dissolution des minéraux,
(i) L'échange d'ions, I'adsorption et la désorption,
(i)  La complexation aqueuse,

(iv) L'immobilisation et la mobilisation biologiques et

(V) L'absorption des plantes (Levy et al., 1992).



1.1 Les principaux éléments traces métalliques rencontrés dans les sites miniers
1.1.1. Le plomb

Le plomb est un métal appartenant au groupe IV et a la période 6 du tableau périodique avec le
numéro atomique 82, la masse atomique 207.2, la densité 11.4 g cm™, le point de fusion 327.4 °C
et le point d'ébullition 1725 °C. Il s'agit d'un élément naturel, qui se trouve généralement comme
un minéral combiné avec d'autres éléments, tels que le soufre (PbS, PbSO4) ou I'oxygéne (PbCOs) ;
il varie de 10 a 30 mg kg™ dans la crodte terrestre. Bien que le plomb se manifeste naturellement
dans I'environnement, les activités anthropiques telles que les mines et d’autres applications
contribuent a la libération de concentrations élevées. Il est au cinquiéme rang derriére le Fe, Cu,
Al et le Zn dans la production industrielle des ETMs (Bhat et al., 2020).

Les formes générales de Pb qui sont rejetées dans le sol, les eaux souterraines et les eaux de surface
sont le plomb ionique, Pb (I1), les oxydes et les hydroxydes de plomb. Les formes les plus stables
de ce métal sont les complexes Pb (Il) et plomb-hydroxy. Le plomb (1I) est la forme la plus
commune et la plus réactive, formant des oxydes et des hydroxydes mononucléaires et
polynucléaires (GWRTAC, 1997). Les composés de Pb insolubles prédominants sont les
phosphates de plomb et les carbonates de plomb qui se forment lorsque le pH est supérieur a 6
(Bhat et al., 2020).

L'exposition a cet élément peut entrainer des effets biologiques en fonction du niveau et de la durée
de I’exposition ; les jeunes et les nourrissons étant les plus sensibles. Le plomb n'accomplit aucune
fonction essentielle connue, ¢’est un metal particuliérement nocif, car il peut s'accumuler dans les
organismes, et dans I'ensemble des chaines alimentaires. Il peut causer des problémes graves de
santé publique en entrainant des Iésions graves au niveau du systéme nerveux, des globules rouges,
des reins et d’autres organes (Bhat et al., 2020 ; Shah, 2020).

A cela il faut rajouter ses effets indésirables sur les processus physiologiques chez les plantes. Il
entraine une inhibition des activités enzymatiques, des perturbations au niveau de la nutrition
hydrique et minérale, il provoque une inhibition de la germination des graines et il est la cause du
retard de la croissance des plantes. A de fortes concentrations, le Pb peut provoquer la mort

cellulaire.



1.1.2. L’arsenic

L'arsenic est un métalloide omniprésent, détecté a de faibles concentrations dans toutes les
matrices environnementales. Il occupe le 20eme rang avec des concentrations dans la crolte
continentale variant de 1 a8 5 mg.kg™. C’est un métalloide du groupe VA et la période 4 du tableau
périodique qui se trouve dans une grande variété de minéraux, principalement sous forme de
As20s. 1l a les propriétés suivantes : nombre atomique 33, masse atomique 75, densité 5.72 g cm’
3, point de fusion 817 °C et point d'ébullition 613 °C et présente une chimie assez complexe et peut

étre présent dans plusieurs états d'oxydation (-111, 0, I11, V) (Bhat et al., 2020).

Les fortes concentrations en arsenic retrouvees dans les écosystemes sont liées aux apports issus
de sources naturelles (activités volcaniques, érosion des sols...) et anthropiques (activités
miniéres, industries chimiques et agricoles, ...). Ces derniéres sont la principale cause de pollution
des milieux tel que les sols, les eaux et I’atmospheére (Bhat et al., 2020).

La toxicité de I’arsenic est intimement liée a son processus de métabolisation, avec une toxicité
différentielle entre 1’As (III) et I’As (V) (Rahman et singh, 2020).

L’ As(III) est la forme la plus toxique de l'arsenic, et cette toxicité est due a sa forte affinité pour
les groupes hydrogéno-sulfurés qui font partie de nombreuses protéines et enzymes. Ces composés
d'arsenic inhibent alors les activités enzymatiques, provoquant des symptdmes plus ou moins
severes selon le mode et l'intensité de I'exposition. C'est un métalloide qui peut causer des
dommages cancérigénes, principalement a la peau, ainsi que des déficits au niveau de l'organisme
(Rahman et Singh, 2020 ; Bhat et al., 2020).

1.1.3. Le zinc

Le zinc est un métal de transition avec les caractéristiques suivantes : période 4, groupe IIB,
numéro atomique 30, masse atomique 65.4, densité 7.14 g cm3, point de fusion 419.5 °C et point
d'ébullition 906 °C. C’est un oligo-élément essentiel pour la santé humaine, caractérise aussi par
une bonne conductivité électrique. En biologie, le zinc est un cation divalent (Zn?*) qui s’associe
facilement avec I’oxygene et les éléments non métalliques tels que les peptides, les acides aminés,
les protéines et des nucléotides. C’est un métal qui se trouve naturellement dans le sol (environ 70
mg kg dans les roches de la crodite), mais les concentrations de Zn augmentent anormalement, en
raison des activités anthropiques. La plupart du Zn est ajouté pendant les activités industrielles,
telles que Il'activité miniére, la combustion des déchets et le charbon. Les sources industrielles ou
les sites de dechets toxiques peuvent entrainer des concentrations de zinc susceptibles de causer

des problémes de santé.



En raison de I'accumulation de Zn dans les sols, les plantes ont souvent une absorption de Zn
élevée qui ne peut étre gérée par leurs systémes. Le Zn peut aussi interrompre l'activité des sols,
car il influence négativement l'activité des microorganismes, retardant ainsi la dégradation de la
matiere organique (Balafrej et al., 2020 ; Shah, 2020).

1.1.4. Le cuivre

Le cuivre est un métal essentiel a la croissance et au déeveloppement normal des plantes, bien qu'il
soit également potentiellement toxique. Le cuivre (Cu) est considéré comme un micronutriment
pour les plantes et joue un role important dans l'assimilation du CO: et la synthese d'ATP. Mais
I'intensification des activités industrielles et miniéres a contribué a I'augmentation de la présence
de Cu dans les écosystemes. Le Cu est également ajouté aux sols par différentes activités humaines,
notamment I'extraction et la fusion de minerais contenant du Cu. L'exces de cet élément induit du
stress et endommage les plantes. Cela entraine un retard de croissance des plantes et une chlorose
des feuilles. L'exposition des plantes a un excés de Cu induit un stress oxydatif et des ROS. Ce
stress oxydatif perturbe les voies métaboliques et endommage les macromolécules (Pichhode et
Nikhil, 2016 ; Rehman et al., 2022).

1.1.5. Le cadmium

Le cadmium est un métal largement distribué dans la crodte terrestre a une concentration moyenne
d'environ 0,1 mg/kg. 1l est fréquemment utilisé dans diverses activités industrielles, principalement

dans la production de pigments et de batteries.

Les plantes cultivées dans un sol contenant des niveaux élevés de Cd présentent des symptomes
visibles tels que la chlorose, I’inhibition de la croissance, le brunissement des extrémités des
racines et finalement la mort. Il a été démontré que le Cd interfere avec l'absorption, le transport
et l'utilisation de plusieurs éléments (Ca, Mg, P et K) et de I'eau par les plantes. Un exces de
cadmium réduit aussi la germination des graines, diminue la teneur en éléments nutritifs des

plantes et réduit la longueur des tiges et des racines.

Le cadmium peut étre mortel s'il est inhalé ou ingéré. Apres ingestion aigué, des symptomes tels
que douleurs abdominales, sensation de bralure, nausées, vomissements, salivation, vertiges, choc,
perte de conscience et convulsions apparaissent généralement dans les 15 a 30 minutes.
L'exposition chronique au cadmium a un effet dépressif sur les niveaux de sérotonine et
d'acétylcholine (Tchounwou et al., 2012 ; Pichhode et Nikhil, 2016 ; Jaiswal et al., 2022).



1.1.6. Le chrome

Le chrome (Cr) est un élément naturellement présent dans la croQte terrestre, avec des états
d'oxydation allant du chrome (Il) au chrome (VI). Le chrome pénetre dans diverses matrices
environnementales (air, eau et sol) a partir d'une grande variété de sources naturelles et
anthropiques, les rejets les plus importants proviennent d'établissements industriels. Les industries
qui contribuent le plus a la libération de chrome comprennent le traitement des métaux, les
installations de tannerie, la production de chromate, le soudage de I'acier inoxydable et la
production de ferrochrome et de pigments de chrome. Le chrome rejeté dans I'environnement par
I'activité anthropique se présente principalement sous la forme hexavalente [Cr(V1)], qui est un
polluant industriel toxique classé cancérogéne. Le danger pour la santé associée a I'exposition au

chrome dépend de son état d'oxydation.

Le chrome est connu pour étre un métal toxique qui peut causer des dommages aux plantes et aux
animaux. Le stress oxydatif induit par le chrome implique lI'induction d'une peroxydation lipidique
chez les plantes qui cause de graves dommages aux membranes cellulaires. Le stress oxydatif
induit par le chrome initie la dégradation des pigments photosynthétiques entrainant un déclin de
la croissance. Une concentration élevée en chrome peut perturber I'ultrastructure du chloroplaste
perturbant ainsi le processus photosynthétique. Ce stress peut induire d’autres modifications
métaboliques chez les plantes comme la production accrue de métabolites (glutathion, acide
ascorbique), qui peuvent causer des dommages aux plantes (Tchounwou et al., 2012 ; Pichhode et
Nikhil, 2016 ; Kapoor et al., 2022).

1.1.7. Le mercure

Le mercure n'est pas essentiel a la croissance des plantes. La contamination des sols par le Hg est
souvent due a I'ajout de ce métal lourd dans les engrais, les boues et les fumiers. La dynamique
entre la quantité de Hg qui existe dans le sol et son absorption par les plantes n'est pas linéaire et
dépend de plusieurs variables (la capacité d'échange cationique, le pH du sol, I'aération du sol et
les especes végeétales). L'apport important de mercure (Hg) entraine une contamination de la chaine
alimentaire. Le Hg est un métal unique en raison de son existence sous différentes formes, par
exemple HgS, Hg*?, Hg° et méthyl-Hg. Cependant, dans les sols agricoles, la forme ionique (Hg*?)
est prédominante. Le mercure rejeté dans le sol reste principalement en phase solide par adsorption
sur les sulfures, les particules d'argile et les matiéres organiques. Un niveau élevé de Hg*? est

fortement phytotoxique pour les cellules végétales. Le niveau toxique de Hg*? peut



induire des lésions visibles et des troubles physiologiques chez les plantes et peut interférer avec
I'activité mitochondriale et induit un stress oxydatif en déclenchant la production de ROS.

Le mercure est une substance toxique et polluante répandue dans I'environnement qui induit de
graves altérations des tissus corporels et provoque un large éventail d'effets néfastes sur la santé.
Les humains et les animaux sont exposes a diverses formes chimiques de mercure dans
I'environnement. Ceux-ci comprennent la vapeur de mercure élémentaire (Hg0), le mercure
inorganique (Hg™), le mercure (Hg*?) et les composés organiques du mercure. Etant donné que le
mercure est omniprésent dans I'environnement, les humains, les plantes et les animaux sont tous
incapables d'éviter I'exposition a une certaine forme de mercure (Tchounwou et al., 2012 ;
Pichhode et Nikhil, 2016).

1.2. Les facteurs modifiant la rétention des €léments traces métalliques

L’accumulation des éléments traces métalliques dans les sols est une préoccupation majeure, et le
risque n'est pas seulement dd aux concentrations totales mesurées dans les sols contaminés mais
surtout a leur biodisponibilité (Adriano, 1986 ; McLaughlin et al., 2000). Des facteurs tels que les
mécanismes de transport (la mobilité) et la chimie des sols et des eaux souterraines, peuvent
influencer la distribution des polluants métalliques, leur forme et aussi leur concentration
(GWRTAC, 1997). La mobilité des ETMs dans les sols est influencé par différents processus, tels
que, I’adsorption, la dissolution et I’insolubilité (McBride, 1989). De plus des parametres comme
le pH, la température, le potentiel d’oxydo-réduction, la présence et la nature des colloides ainsi
que la présence et la biomasse microbienne, influencent cette mobilité (McLaughlin et al., 2000 ;
Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

1.2.1. Constituants impliqués dans la mobilité des éléments traces métalliques

Les minéraux primaires des sols sont issus de la roche mere, leur structure et leur grande taille
présentent de trés faibles propriétés réactives via les éléments trace métalliques (Seddoh et
Pedro,1975; Kabata-Pendias et Pendias, 2001), par la suite ses minéraux peuvent étre la source des
minéraux secondaires directement ou indirectement, ces minéraux secondaires (argiles, des
phosphates, oxyhydroxydes d’aluminium et de fer et les sulfates) sont de petite taille par rapport
aux minéraux primaires et ils sont les constituants principaux de sol qui jouent un réle important
dans la rétention des éléments traces métalliques par des mécanismes tels que la transformation
redox, I’adsorption, et d’autres. A ces différents constituants, s’ajoute la matiére organique issue

de la décomposition des organismes vivants. L’ensemble de ces éléments joue un role important
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dans le transport et ’accumulation des ions métalliques (Machemer et Wildeman, 1992 ; Kabata-

Pendias et Pendias, 2001 ; Bradl, 2004 ; Huang et Gong, 2005 ; Caporale et Violante, 2016).

1.2.2. Le pH

L'influence du pH sur la mobilité et la rétention des éléments traces métalliques dans les sols a fait
I'objet d'un intérét et d'une préoccupation. A des niveaux de pH bas (environ 4,5 ou moins),
beaucoup des éléments traces métalliques restent sous forme soluble, ce qui permet un bon
potentiel de transport dans le systéeme de lixiviat-sol (McBride, 1989 ; Schindler et Sposito, 1991
; McLaughlin et al., 2000).

Kabata-Pendias et Pendias (2001) ont également montré qu’une augmentation de pH entraine
I’augmentation de la capcité d’échange cationique permettant une adsorption de cations. De plus,
elle conduit a une dissolution de matieres organiques. La quantité des éléments traces métalliques
retenue et la sélectivité de la rétention dépend du sol et de sa composition aussi de la présence de
ligands (Harter, 1979 ; Sposito et al., 1982 ; Yanful et al., 1988 ; Yong et al., 1990, 1993 ;
Chaignon, 2001).

1.2.3. Latempérature

La température a un impact direct sur la mobilité des contaminants métalliques par la dissolution
des complexes fixant les ETMs et un impact indirect, en modifiant la teneur en eau du sol, le pH

et le potentiel d’oxydo-réduction (Stumm et Morgan, 1981).

Par ailleurs, ce parameétre agit aussi sur 1’activité biologique du sol, et la biomass microbienne.
Ainsi, une élévation de la température pourrait accélérer certains phénomeénes tels que les

processus d’oxydo-réduction, la production de composeés acides et autres.

1.2.4. L adsorption

C’est un mécanisme qui contréle les concentrations des ETMs présents dans le sol. 1l s’agit d’une
accumulation des molécules a I’interface sol/eau ou a I’interface sol/air (Manceau et al, 2002), et
selon les énergies de liaisons, on assiste a deux types d’adsorption : adsorption physique et
adsorption chimique (Alloway, 1995 ; Chaignon, 2001 ; Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

1.2.5. Le potentiel d’oxydo-réduction

Le potentiel d’oxydo-réduction (redox), permet de caractériser les échanges d’électrons entre les

les élements chimiques. Des variations de potentiels redox déterminent les équilibres de
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dissolution/précipitation d’oxydes de Fe et de Mn dans les sols. En anaérobie, ces composés sont

solubles et libérent les ETMs qui leurs sont fixés. Par contre en aérobie, ces oxydes ferriques et
manganiques étant peu solubles, permettent I’immobilisation des ETMs (Lindsay, 1979 ; Calmano
etal., 1993 ; Alloway, 1995 ; Chuan et al., 1996). Dans un sol, le potentiel d’oxydo-réduction varie
inversement au pH (Deneux-Mustin et al., 2003). Cependant, en raison du grand nombre des
couples d’oxydo-réduction, I’impact de ce paramétre rest encore difficile & comprendre (Caporale
et Violante, 2016 ; Qu et al., 2019 ; Rahman et Singh, 2020).

1.2.6. L activité biologique

Les microorganismes et leurs activités métaboliques jouent un réle prépondérant dans la solubilité
des éléments traces métalliques, a travers multiples actions et interactions ce qui rend les
phénomenes biologiques difficile a appréhender. Ils contribuent dans plusieurs processus du sol,
commencant par la production, la consommation, jusque le transport des éléments des écosystemes
(Kabata-Pendias, 2004). Les microorganismes interviennent dans la mobilité des ETMs par
plusieurs phénomeénes, la dissolution, I’insolubilisation et la volatilisation (Chaignon, 2001 ; Sand
et Gehrk, 2006 ; Rahman et Singh, 2020).

1.3. Sources des éléments traces métalliques dans les sols contaminés

Les ETMs se retrouvent naturellement dans I'environnement du sol a cause des processus
pédogénetiques, des affleurements de roche-meére, dont I’altération provoque une libération des
éléments métalliques dans le sol, mais aussi & cause des eruptions volcaniques (Friedland, 1990).
La concentration naturelle de ces ETMs dépend de la nature de la roche, sa localisation et son age
(Zhang et al., 2009 ; Deb et al., 2020).

Cependant, la source majeure de contamination est d’origine anthropique a cause de leur mobilité
et leur biodisponibilité. Ainsi, les ETMs peuvent provenir de diverses sources sous forme de
résidus de mines des éléments traces, d'élimination de déchets métalliques élevés dans des
décharges improprement protégées, de procedés d'extraction et de broyage des ETMs et déchets
industriels, d'épandage d'engrais, d'engrais animaux et de biosolides (boues d'épuration), de
compost, de pesticides, de résidus de combustion du charbon, de produits pétrochimiques et de
dépots atmosphériques (Deb et al., 2020, Saxena et al., 2020).

1. Les mécanismes impliqués dans la résistance des bactéries aux éléments traces
meétaliques

Afin de protéger ces propres composants et faire face a 1’effet toxique des €léments traces

métalliques, les cellules développent des systemes d’adaptation et de résistance. Limiter I'acces

des ETMs ou modifier les composants cellulaires diminue leur sensibilité aux ETMSs. Plusieurs

facteurs déterminent I'étendue de la résistance dans un microorganisme : le type et le nombre de
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mécanismes pour l'absorption des ETMs, le réle que chague métal joue dans le métabolisme
normal et la présence de genes situés sur des plasmides, des chromosomes ou des transposons qui
contrélent la résistance des ETMs. Plusieurs mécanismes sont postulés pour étre impliqués dans
la résistance aux ETMs (Rouch et al., 1995).

Lors d’un excés des ETMs, les bactéries rétablissent ’homéostasie (synthése de transporteurs...),
et se protégent des effets du stress par la modification de I’enveloppe, formation de biofilm,
motilité ou sporulation. La réponse peut étre spécifique ou générale et cela selon la nature du stress
(Trepreau, 2011). Pour que les bactéries puissent tolérer et résister aux ETMs, les concentrations
intracellulaires en ces élémnts traces doivent étre régulées grace a I’homéostasie ou au systeme de
régulation de résistance des ETMs. Pour cela, différentes stratégies ont été développées face au
stress métallique faisant intervenir un ou plusieurs mécanismes afin de protéger les cellules (Figure
1).

M3
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Decreased uptake Enhanced efflux

Organcllar \
Volatilization

compartmentalization

”

X

Enzymatic detoxification

(arsenite reductase; mercuric reductase)

M-X I.I Sorption (metal
Intracellular sequestration chelation by membrane
g LT T o s
(GSH, PC, MT) . components/EPS)

\ Intracellular precipitation

“ Release of metal chelating
agents into the medium

Figure 1 : Mécanismes généraux adoptés par les bactéries pour la résistance aux éléments traces

métalliques (Srivastava et Kowshik, 2013).

11.1. Exclusion du métal par ’imperméabilité membranaire

Les modifications dans la paroi cellulaire, la membrane ou I'enveloppe d'un microorganisme sont
des exemples d'exclusion de métal par barriére de perméabilité. Ce mécanisme est une tentative
de l'organisme de protéger les composants cellulaires essentiels. Un exemple important est
I'exclusion de Cu (1) résultant de la production altérée de la protéine du canal de membrane par
E. coli B (Rouch et al., 1995). Il s'agit généralement d'une seule mutation du gene, qui diminue
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la perméabilité de la membrane aux ions métalliques (Ji et Silver, 1995 ; Etesami, 2018 ; Singh et
al., 2020b).

11.2. Séquestration intracellulaire des éléments traces métalliques

La séquestration intracellulaire est I'accumulation des ETMs dans le cytoplasme pour empécher
I'exposition aux composants cellulaires essentiels. Ce mécanisme repose sur la production des
protéines chélatrices qui vont séquestrer les ions métalliques et vont permettre une protection aux
composants de la cellule. Aussi I’accumulation intracellulaire des ETMs par les microorganismes
est généralement médiée par un systéme de transport dépendant de I'énergie. Cet événement a été
observé chez toutes les catégories de microorganismes (Brierley, 1990 ; Gadd, 1990 ; Etesami,
2018). Le potentiel de membrane peut étre un déterminant important dans l'afflux des ETMs.
L'absorption intracellulaire des ETMs peut étre affectée par des facteurs, y compris le pH externe,
la présence d'autres ions métalliques et la présence de matiéres organiques. Apreés lI'accumulation
des éléments traces intracellulaires, la neutralité électrique a l'intérieur de la cellule peut étre
maintenue par I'effluent des ions potassium. On observe que les ETMs accumulés précipitent dans
la cellule ou se lient aux composants cellulaires (Gadd, 1990 ; Sakurai et al., 1990), ce qui diminue

la toxiciteé des ETMs dans la cellule vivante (Etesami, 2018).

11.3. Détoxication enzymatique

11 s’agit de la transformation chimique des toxiques en des espéces moins nocives, en modifiant
I’état d’oxydo-réduction. Exemple de I'arsenic qui pénétre dans la cellule a travers les canaux
phosphate ou aquaglyceroporines, I'arséniate As(V) est réduit en arsénite As(lll) a travers
I’arséniate réductase (ArsC), puis extrude a travers la proteine ArsB. L'arsénite peut aussi servir
de donneur d'électrons et s'oxyder en arséniate, qui peut étre utilisé comme accepteur final
d'électrons pendant la respiration cellulaire. Par ailleurs I'arsenic inorganique peut étre complexé
avec des résidus de cystéine peptidique ou transformé en especes organiques a partir de complexes

avec des cascades de méthylation (Figure 2) (Etesami, 2018).

14



AsQ,* 1

{PO,* transporters)

As(OH),

{-aqua-glicerolporins}

f/ Glp .

Pit

e T s e N
2 e e e e e o N
9 1 _L- 2 As(OH};
<
Ao
5 A

AsO,* ;;_r,ed As(OH); M
A*(c'd

&& ag/agx :

As(OH ASO,, * As(CH,),

As(OH);

Figure 2 : Principaux mécanismes de transformation et de résistance a l'arsenic chez les bactéries
(Paez-Espino et al., 2009).

11.4. La réduction de la sensibilité des cibles cellulaires des éléments traces métalliques

Ce systeme de défense s’appuie sur les mutations, qui permettent une diminution de la sensibilité
sans perturber les fonctions de la cellule. Certains microorganismes s’adaptent a I’excés des
éléments métalliques en affaiblant la sensibilité de composants cellulaires essentiels ; cela fournit
un degré de protection naturelle (McEntee et al., 1986 ; Mergeay, 1991 ; Rouch et al., 1995). A
titre d’exemple le glutathion peut étre protége contre les ions métalliques comme Ag (1), Hg (11),
Cu (1, 1), Fe (1), et Cd (I1) en supprimant la formation des radicaux libres (Rouch et al., 1995 ;
Etesami, 2018).

I11.5. Transport actif du métal : mécanisme d’efflux

Lors d’un stress, les plasmides portant les génes codant pour les systemes d’efflux, joue un réle

crucial dans la mobilisation entre les organismes d’une méme communauté.

Ces systemes de transport ou d'effluents actifs représentent la plus grande catégorie de systemes

de résistance aux éléments traces, ils sont utilisés par les microorganismes pour exporter des
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éléments traces métalliques toxiques a partir de leur cytoplasme. Les éléments traces non essentiels
entrent normalement dans la cellule par des systemes de transport de nutriments normaux mais
sont rapidement exportés. Ces systéemes d'efflux peuvent étre non-ATPase ou liés a I'ATPase et
hautement spécifiques pour le cation ou I'anion qu'ils exportent (Silver et al., 1989 ; Nies et Silver,
1995 ; Etesami, 2018).

Ces transporteurs possédent une forte affinité et permettent le maintien de faibles concentrations
métalliques dans le cytosol (Mergeay et al., 1987 ; Nies et Silver, 1995 ; Nies, 2003). On assiste
aux trois principales familles de protéines de 1’efflux chez les microorganismes (Nies, 2003)
(Figure 3) :

- Les systemes « resistance-nodulation-cell division » (RND) Le premier membre identifié de la
famille RND était la protéine CzcA de Cupriavidus metallidurans suivie de la protéine CnrA de la
méme bactérie (Saier et al., 1994). Cette B-protéobactérie contient deux mégaplasmides impliqués
dans la résistance aux élements traces métalliques, pMOL30, qui permet la résistance au Zn, Co et
au Cd, tandis que le second plasmide, pMOL28, assure la résistance au Ni et au Co. L’efficacité
de ce systeme est due aux diminutions des concentrations cytoplasmique et périplasmique. Ce qui
permet I’excrétion des cations avant méme leur entrée dans la cellule (Nies, 2003).

- Les systemes « cation diffusion facilitators » (CDF) sont des systémes d’efflux contrdlés par
le gradient de concentration. Ces systemes sont responsables de la résistance de haut niveau du
cadmium, cobalt et zinc, qui sont présents dans le cytoplasme. La plupart des proteines de cette
famille sont appliquées dans la résistance aux zinc (CzcD chez Cupriavidus metallidurans CH34,
ZitB chez E. coli...). Leur expression est induite par la présence de Zn (Nies, 1999).
- Les systemes « P-type ATPases » forment une grande famille des transporteurs actifs impliquée
dans I’efflux (import/export) des éléments traces métalliques, ils utilisent de I’ATP comme source
d’énergie. Les Zn-CPx-type ATPases sont les exemples les plus connu de ce systéme, elles sont
impliquées dans le transport de Pb, Zn et Cd du cytoplasme vers le milieu extérieur. CadA, est la
premiére protéine ; décrite chez Staphyloccocus aureus ; est impliquée dans le transport de

cadmium, decouverte (Nies, 2003).
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Figure 3 : Les principales familles de proteines impliquées et les divers transporteurs jouant un
role dans le transport des éléments trace métalliques, le maintien de I'nhnoméostasie et la résistance
aux éléments traces (Srivastava et Kowshik, 2013).

11.6. La biogenese

L’enveloppe cellulaire est une interface entre I’environnement extérieur et le milieu intracellulaire,
elle est exposée au stress extracellulaire et sa physiologie joue un role clé dans I’adaptation aux
variations environnementales. Le stress peut provoquer un probleme de dénaturation des protéines
de la membrane externe (PME) et peut conduire a une accumulation de protéines mal repliées dans
le périplasme qui peut devenir toxique pour la bactérie. La morphologie de 1’enveloppe cellulaire
est controlée par une régulation fine lors d’un stress environnemental et cela se fait par la
production de nouvelles proteines de la membrane, I’activation de la synthése de protease, de
chaperones ou de proteines de maturation. On assiste aussi a une modification de la morphologie
par la formation de spores de résistance, la production des exopolysaccharide, 1’acquisition de
structures extracellulaires utilisées pour la motilité ou pour 1’adhésion a une surface (biofilm)

(Cleiss-Arnold, 2010).
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11.7. La motilité

La motilité permet aux bactéries de réagir a des stimuli (les sucres, les acides aminés, 1’oxygene)
et de fuir au microenvironement stréssé. Cette motilité permet aux bactéries de se développer selon

deux modes de vie que 1’on appelle planctonique ou biofilm (Cleiss-Arnold, 2010).

e Motilité active
Dans ce mode les bactéries se déplacent de maniéere isolée a I’aide d’un flagelle polaire ou plusieurs
flagelles qui émergent de la surface cellulaire et leur conferent une capacité de déplacement actif
(motilité) (Cleiss-Arnold, 2010).

e Mode biofilm

Les bactéries formant des biofilms sont adaptées a la survie et aux stress environnementaux, on
peut s'attendre a ce que différentes espéces microbiennes, individuellement ou en consortiums de
biofilms, chacun avec des voies de dégradation métabolique différentes, puissent dégrader
individuellement ou collectivement plusieurs polluants (Filloux et Vallet, 2003 ; Hall-Stoodley et
al., 2004 ; Uroz et al., 2009). Le biofilm est une population bactérienne fixée sur un support et
enveloppée d’une matrice d’exopolysaccharides hydratés (Flemming et Wingender, 2010).
Souvent, les bactéries représentent un pourcentage tres faible de la masse séche du biofilm par
rapport a la matrice qui constitue plus de 90% (Flemming et Wingender, 2010). Chez
Pseudomonas aeruginosa, la matrice est costituée d’un mélange de polysaccharides, de proteines
et d’acides nucleiques (Filloux et Vallet, 2003).

Cependant, la formation du biofilm est influencée par plusieurs facteurs tels le quorum sensing
(QS) via des molécules de signalisation, la mobilisation des bactéries, les concentrations des
exopolysaccharides et en proteines, la présence des nutriments (Gorbushina, 2007 ; Flemming et
Wingender, 2010). Bien que leur altération est un processus complexe, les biofilms et leur matrice
d’exopolysaccharides par le biais de pH peuvent modifier les substrats (Barker et al., 1997 ; Welch
et Ullman, 1993).
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I1.8. La production d’exopolysaccharides de surface (EPS)

La plupart de microorganismes peuvent produire des exopolysaccharides qui sont susceptibles de
modifier la mobilité des ETMs (Chen et al., 1995). Ce dernier est souvent décrit comme de la
bioleaching (Gadd, 2009 ; Uroz et al., 2009).

Les EPS sont des polymeéres constitués de plusieurs oses, excrétés par des microorganismes dans
le milieu. Ces substances acides sont mobiles et tres réactives avec les éléments traces métalliques
a cause de leur richess en groupements chargés négativement, comme les phosphates, les
hydroxyles, le pyruvate, et les acides uroniques (Geesey, 1982 ; Chen et al., 1995). La maorité des
ETMs sont connus pour leur capacité a se lier aux polysaccharides. Ces polymeres sont surproduits
en réponse a un stresse environnemental, ils ont de tres bonne propriété de rétention des ETMs

avec des variations d’affinité et de spécificité.

IIs jouent un role crucial dans la formation d’agrégats cellulaires et protegent les microorganismes
du stress environnemental (Figure 4). Les EPS produits par les microorganismes sont d’un intérét
important dans la bioremédiation par leur participation dans la floculation des ions métalliques
(Desaunay, 2011 ; Saur, 2014). L'utilisation de ces substances semble étre une alternative efficace
et économique. Les bactéries qui forment naturellement un revétement d’exopolysaccharides
extracellulaires ont la capacité de bioabsorption des ions métalliques, les empéchant d'interagir
avec des composants cellulaires vitaux (Scott et Palmer, 1988,1990). Le revétement
d'exopolysaccharides de ces bactéries peut fournir des sites pour la fixation des cations métalliques
(Scott et Palmer, 1988). Plusieurs bactéries démontrent la capacité de lier les ETMs de maniere
extracellulaire comme Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida et Arthrobacter viscosus (Scott
et Palmer, 1988, 1990 ; Mergeay, 1991 ; Gowri et Srivastava, 1996 ; Choudhary et Sar, 2009 ;
Singh et al., 2020b).
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Figure 4: Les roles des polymeres extracellulaires microbiens dans le sol (Costa et al., 2018).

11.9. Le systeme quorum sensing (QS)

Il implique des systéemes cellulaires dédiés pour la sécrétion et la détection de molécules de
communication, parfois appelées quormones (quorum sensing pheromones). Dans les espéces
bactériennes qui utilisent le QS, chaque cellule sécréte une quantité de molécules de
communication a faible densité cellulaire. Au fur et a mesure que la densité cellulaire augmente,
la concentration de la molécule de communication augmente également, a condition que les
cellules ne soient pas trop éloignées. Les molécules de communication se lient aux récepteurs
spéciaux quand leur concentration dépasse un certain seuil. Chez les bactéries, les phénotypes
régulés par le QS comprennent le bioluminescense, la production d'exopolysaccharides, la
virulence, le transfert de plasmides conjugaux, la formation de biofilm et l'inhibition de la
croissance. Certains quorum sensing régulent la formation de biofilm durable, c’est le cas de
I’acylhomoserine lactone (acyl-HSL), qui est une molécule de détection de quorum produite
habituellement dans un biofilm qui la rend durable (Miller et al., 2001).

I, Mécanismes d’adaptation et de tolérance des plantes aux éléments traces
meétalliques

En réponse a la sélection, 1’adaptation des plantes est progressivement acquise selon 1’évolution.

Seul quelques especes seraient capables de se croitre dans des sols contaminés (Wu et al., 1975 ;

Macnair, 1993). En plus du phénomeéne d’adaptation, la tolérance aussi peut étre un caractere
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constitutif (McNaughton et al., 1974 ; Lehmann et Rebel, 2004 ; Matthews et al., 2004). Trois
grands types de stratégies d’adaptation vis-a-vis des contaminants métalliques sont notés : Les
accumulateurs, les excluders et les indicateurs (Antonovics et al., 1971 ; Baker, 1981 ; Kuleff et
Djingova, 1984 ; Baker, 1987).

I11.1. Les éléments traces métalliques dans la plante

La photosynthése et la respiration nécissitent la présence des ETMs. Ces éléments traces assurent
la biosynthese des proteines, de chlorophylle, de substances de croissance, et ils jouent un réle
d’accepteurs ou de donneurs d’électrons, trés important dans les systémes enzymatiques par le
biais des réactions d’oxydoréduction (Rengel, 1999 ; Chaignon, 2001 ; Kabata-Pendias et Pendias,
2001). Cepedannt sont toujours considerés toxiques comme Hg, Ni, Cr, Cd et Pb (Kabata-Pendias
et Pendias, 2001).

Les ETMs sont absorbés par diffusion a travers I’apoplaste du cortex racinaire, par la suite leur
tronsport passif se fait par les pores de cellulose, de I’hémicellulose et des glycoproteines de la
paroi cellulaire (Briat et Lebrun, 1999). Le transport devient actif par la suite au niveau de la
membrane plasmique des cellules de la bande de Caspary, permettant un transfert contre le gradient
de concentration (Greger, 1999 ; Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999; Chaignon, 2001; Kabata-
Pendias et Pendias, 2001).

Apreés leur absorption, ces éléments sont transportés dans le xyleme vers les parties aériennes, qui
peut nécessiter ou non la prise en charge par les acides aminés, les acides organiques et divers
peptides (Alloway, 1995 ; Foy et al., 1978 ; Greger, 1999). Chez certaines especes la translocation,
pouvant conduire & une accumulation des ETMs dans la partie aérienne (Foy et al., 1978).
Toutefois, chez d’autres plantes, la nicotianamine, pourrait étre responsable du transport des ETMs
Fe, Cu, Zn et Mn, dans la seve du phloeme (Briat et Lebrun, 1999).

Certaines plantes sont des hyperaccumulatrice a cause de leur capacité d’accumuler des quantités
inhabituelles d’¢éléments traces (e.g. Alyssum bertolonii, Pycnandra acuminata, Silene cobalticola,
Noccaea caerulescens, Brassica napus). Les ETMs ayant pénétré dans le cytoplasme de la cellule,

grace a diverses molécules ils sont stockés pour éviter tout dommage cellulaire (Brooks, 1998).

I11.2. Toxicité et tolérance chez les plantes

La présence des ETMs provoque la chlorose foliaire, le jaunissement progressif, des Iésions
nécrotiques et repliement ou desséchement des feuilles et une inhibition de la croissance des
plantes. Ces domages résultent d’un stress oxydatif, di a la production d’espéces réactives de

I’oxygene (ROS). Les ROS entrainent une inhibition de I’activité enzymatique, une perturbation
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de la photosynthese et la respiration, 1’induction de péroxydation lipidique, cassures au sein de
I’ADN, pouvant conduire a la mort cellulaire (Devi et Prasad, 1999 ; Cheng, 2003). Pour éviter
ces inconvenients, trois mécanismes largement prépondérant de stockage ou de détoxication des
ETMs accumulés ont été étudiés, notamment la variation de la perméabilité membranaire, le

systeme anti-oxydant, et la chélation intracellulaire.

111.2.1. La membrane plasmique

Le plasmalemme joue un role important dans la régulation du transport métallique, car les ions ne
peuvent pas diffuser librement a tavers la double couche phospholipidique de la membrane
plasmique des cellules racinaires (Lasat, 2002). L’accumulation des ions toxiques, se fait par une
modification des flux ioniques, par des systemes spécifiques (Meharg, 1993). La protection de
I’intégrité membranaire ou a la protection de la fonction des protéines associées au plasmalemme
(transporteurs, les canaux ioniques et les pompes a protons) permet une tolérance aux éléments
traces métalliques (De Vos et al., 1992 ; Eide et al., 1996 ; Briat et Lebrun, 1999).

111.2.2. Systéme anti-oxydant

Le systeme anti-oxydant sont la premiere ligne de défense et joue un réle prémordial dans la
détoxication des ETMs ayant pénétrés dans la cellule. 1l existe plusieurs enzymes antioxydantes
associees chez les plantes, et la synthese de ces enzymes est connue pour étre améliorée lors de
I'exposition a des stress oxydatifs. Les ROS comprennent des radicaux libres, tels que les radicaux
superoxydes (¢O2-), les radicaux hydroxyles (*OH), les radicaux perhydroxyles (HO2-) et les
radicaux alcoxy, et des formes non radicalaires, c'est-a-dire le peroxyde d'hydrogene (H202),

présent dans les parties intra- et extracellulaires de la plante.

En effet, les cations sont capables de céder un ou plusieurs électrons susceptibles de réduire
I’oxygene et ses dérivés. La plus connue de ces réactions est la réaction de Fenton, le radical
hydroxyle *OH produit, est un puissant agent oxydant. Ainsi que la réaction d’Haber-Weiss qui

aboutit a la production du radical hydroxyle (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999 ; Bonnot, 2009).

Trois activités enzymatiques importantes pour la détoxication des ROS : il s’agit des catalases
(CAT), des peroxydases (POX) et des superoxyde-dismutases (SOD). Ces enzymes conduisent
apres une cascade de reactions a la formation d’eau et d’oxygéne moléculaire (Girardi, 2006 ;
Nzengue, 2008).

Les superoxyde-dismutases (SOD), catalysent la dismutation de I'anion superoxyde (¢O2 —) pour

former H202 et O2. Ces enzymes sont considerées comme I'un des principaux systemes
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enzymatiques et existent sous différentes isoformes, dont la structure est trés conservée au cours

de I’évolution.

Les catalases (CAT), ne nécessitent aucun réducteur pour son activité catalytique, car dans cette
réaction en deux étapes, H202 oxyde d'abord le Fe présent dans le CAT, créant un peroxyde de
fer intermédiaire appelé composé I. L'enzyme peut rester dans cet état de repos si la concentration
de H202 est faible. Cependant, a une concentration plus élevée en H202, la deuxiéme molécule
de H202 sert de réducteur pour ce composé intermédiaire I, produisant ainsi I'enzyme et libérant

de I'eau et de I'oxygene dans la deuxieéme étape.

Les peroxydases (POX), sont des glycoprotéines qui sont synthétisées via la voie du réticulum
endoplasmique et de l'appareil de Golgi, conduisant & leur sécrétion soit dans l'espace
extracellulaire, soit dans les vacuoles. Sous sa forme native, POX fonctionne comme un seul
polypeptide dans la majorité des plantes. Les POX nécessitent la présence d’un substrat particulier
pour réaliser leurs activités (acide ascorbique (Asc) et le glutathion (GSH)) (Noctor et Foyer, 1998
; Foyer et Noctor, 2000) (Figure 5).
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Figure 5 : Le réseau complexe du systéme oxydant-antioxydant hautement régulé (Da Silva et al.,
2013).

111.3. La chélation

Chez les plantes, quatre groupes principaux de ligands intracellulaires qui jouent un role clé dans

la complexation et donc dans la détoxication de nombreux ions métalliques :
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 Les métallothionéines (MT) sont un groupe de protéines de bas poids moléculaire, elles se
trouvent dans le cytoplasme des cellules. Elles ont une teneur élevée en cystéine (environ 30 %).
Elles sont caractérisées par leur richesse en cations metalliques surtout le Cu et le Zn. Bien que
leur structure tridimensionnelle soit bien conservée (Misra et Genamu, 1989 ; Murphy et Taiz,
1995).

* Les phytochélatines (PC) sont des chélateurs intracellulaires rencontrés chez les végétaux. De
nature peptidique, elles ont assez de similarités de structure et de fonction avec les
métallothionéines (Schild, 2013).

« Les acides organiques sont des molécules impliquées dans 1I’accumulation. Leur synthése est
stimulé par la présence des ETMs, elles assurent le transport xylémien des ions des racines vers

les parties aériennes de la plante (Ma et al., 1997).
« Les acides aminés libres

Lors d’un stress métallique, les acides aminés libres s’accumulent et sont impliqués dans la
chélation des ETMs, notamment du nickel et du zinc et (Kramer et al., 1996 ; Briat et Lebrun,
1999 ; Bert, 2000).

IV.  Lestechniques de bioremédiation

Bien que les ETMs soient présents naturellement dans la croute terrestre, 1’industrialisation et
I’exploitation des mines permet la dispersion des ETMSs dans les écosystemes, en provoquant de
graves conséquences sur I’environnement et les organismes vivants, d’ou la nécessité de dépolluer
les sites contaminés.

La plupart sites contaminés par des éléments trace métalliques était traitée par des approches
physicochimiques tel que ’excavation, la fixation ou le lessivage du sol (Salt et al., 1995). Ces
différentes méthodes altérent significativement la qualité agronomique des sols en plus qu’il s’agit
des méthodes onéreuses.

Pour cela les méthodes biologiques sont des alternatives acceptables, puisqu’elles permettent de
rétablir efficacement les environnements pollués dans une approche écologique et a un codt tres
faible. Les chercheurs ont ainsi développé et modélisé différentes techniques de bioremédiation
qui présentent de nombreux avantages environmentaux et économiques par rapport aux méthodes
chimiques et physiques (Figure 6) (Agrwal et al., 2020) ; cependant, en raison de la nature et du
type de polluant, il n'existe pas de technique de bioremédiation unique pour restaurer les

environnements pollués (Rahman et Singh, 2020 ; Skinder et al., 2020). Parmi elles de
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nouvelles technologies basées sur des procédés microbiologiques qui permettent de diminuer ou
de rendre moins toxiques les polluants. Dans ce cadre, les microorganismes indigenes présents
dans des environnements pollués peuvent constituer la clé pour résoudre la plupart des défis liés a
a la bioremédiation des substances polluantes a condition que les conditions environnementales

conviennent a leur croissance et a leur métabolisme (Alka et al., 2020;).

[ I | 1

Microbial Phycoremediation Phytoremediation Zooremediation
bioremediation

Vermiremediation

[ o

7

Figure 6 : Différentes stratégies de bioremediation (Agrwal et al., 2020)

Les procédés de bioremédiation microbienne consistent a stimuler la capacité naturelle que
possedent de nombreux microorganismes (bactéries, champignons), a dégrader les polluants en
composés inertes. Ces microorganismes peuvent étre indigenes, exogeénes, ou étre prélevés sur le
site contaminé, cultivées au laboratoire puis réintroduits dans le sol. lls mettent en jeu des
mécanismes biologiques pour réduire la concentration de polluants en un état inoffensif par
dégradation, détoxification, minéralisation ou transformation (Figure 7) (Alka et al., 2020 ; Agrwal

et al., 2020 ; Arora, 2020a).
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Figure 7 : Mécanismes impliques dans la bioremediation des sols contaminés par les éléments

traces métalliques lourds (Shah, 2020).
IV.1. La bioaugmentation

C’est I'une des méthodes d’¢élimination des éléments trace métalliques du sol, définie comme une

technique d'amélioration de la capacité de dégradation des zones contaminées par l'introduction
des souches compétentes spécifiques. Généralement les microorganismes choisis sont des
bactéries dotées d’une grande capacité de bioremédiation. L'efficacité de cette méthode est
déterminée par de nombreux facteurs abiotiques tels que la structure chimique, la concentration et
la disponibilité des polluants ainsi que les propriétés physico-chimiques du sol. Des facteurs
biotiques, peuvent aussi intervenir comme la sélection de microorganismes appropriés qui sont
non seulement capables de dégrader les contaminants, mais aussi de concurrencer avec succes la
communauté indigene (Mrozik et Piotrouska, 2010 ; Tyagi et al., 2011 ; Skinder et al., 2020 ;
Arora et al., 20203, b ; Shah, 2020 ; Bharagava, 2020).

1VV.2. La biofiltration

Consiste a I’utilisation d’un biofiltre pour traiter les émissions gazeuses, a travers 1’utilisation de
microorganismes capables de degrader les contaminants contenus dans 1’air (MCNevin et Barford,
2000 ; Bharagava, 2020).

1V.3. La biostimulation
Cette technologie consiste a activer I’activité des microorganismes indigenes par 1’apport de

nutriments et par 1’ajustement des conditions du milieu tel que I’humidité et le potentiel
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d’oxydo-réduction, I'aération, le pH et le contréle de la température. La biostimulation est
considérée comme une technique de remediation appropriée pour I'élimination des polluants
pétroliferes dans le sol. Elle nécessite I'évaluation a la fois des capacités de dégradation intrinséque
de la microflore autochtone et des parametres environnementaux impliqués dans la cinétique du
processus in situ (Skinder et al., 2020).

IV.4. Autres procédés microbiens de bioremédiation

En plus de ces procédés, il existe d’autres tels que la biolixiviation (Rahman et Singh, 2020), le
compostage (Fogarty et Tuovinen, 1991), I’attenuation naturelle (Philp et Atlas, 2005), etc (Figure
8).

Ces différentes techniques de bioremédiation peuvent étre classées comme ex situ ou in situ. Les
techniques ex situ impliquent I'excavation de polluants provenant de sites pollués et ensuite leur
transport vers un autre site pour le traitement. Elles sont généralement considérées en fonction du
codt du traitement, de la profondeur de pollution, du type de polluant, du degré de pollution, de la
localisation géographique et de la géologie du site pollué (Philp et Atlas, 2005). Tandis que les
techniques in situ, impliquent le traitement des substances polluées sur le site de la pollution. Elles
ne nécessitent aucune excavation et par conséquent elles sont accompagnées de peu ou pas de
perturbation de la structure du sol et devraient étre moins chéres par rapport aux techniques de
bioremédiation ex situ, en raison de l'absence de colt supplémentaire pour les processus
d’excavation. Néanmoins, le co(t de conception et l'installation sur site d'un équipement
sophistiqué pour améliorer les activités microbiennes pendant la bioremédiation est une
préoccupation majeure (Philp et Atlas, 2005 ; Kim et al., 2014 ; Bharagava, 2020 ; Skinder et al.,
2020).

Le choix de toute technique de bioremédiation, dépend de la nature des polluants, la profondeur et
le degré de pollution, le type d'environnement, les codts et les politiques environnementales (Smith
et al., 2015). Outre les criteres de sélection, les critéres de performance (concentrations d'oxygene
et de nutriments, température, pH et autres facteurs abiotiques) sont déterminants pour le succes
des processus de bioremédiation (Smith et al., 2015 ; Skinder et al., 2020).
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Figure 8 : Techniques de bioremeédiation in situ et ex-situ
IV.5. La phytoremédiation

Cette technique repose sur l'utilisation d'interactions végétales (physiques, biochimiques,
biologiques, chimiques et microbiologiques) dans des sites pollués pour atténuer les effets toxiques
des polluants. Selon le type de polluant (élémentaire ou organique), plusieurs mécanismes peuvent
étre impliqués dans la phytoremédiation : accumulation ou extraction, dégradation, filtration,
stabilisation et volatilisation (Figure 9). Les méthodes employées pour les contaminants
métalliques sont légérement différentes de celles utilisées pour remédier les sites pollués par des
contaminants organiques (Figure 9). Les polluants élémentaires (ETMs toxiques) sont

principalement éliminés par extraction, transformation et séquestration.
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Figure 9 : Differentes techniques de phytoremédiation (Deb et al., 2020)

Certains facteurs jouent un role important lors du choix dune plante en tant que
phytodéterminateur tel que le systeme racinaire, la biomasse, la profondeur, la consommation
animale ou non, la toxicité des polluants a la végétation, la survie des plantes et leur adaptabilité
aux conditions environnementales, le taux de croissance des plantes. En outre, la plante devrait
résister aux maladies et aux ravageurs (Alka et al., 2020 ; Abdullah et al., 2020 ; Skinder et al.,
2020 ; Saxena et al., 2020 ; Hasanuzzaman, 2020). Un grand nombre d’espéces végétales agissant

a travers divers mécanismes ont été utilisées avec succes pour 1’élimination de divers polluants

(Tableau 1).
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Tableau 1 : Quelques exemples de plantes employées pour la phytoremédiation

Plantes Polluants Résultats Références
Ricinus communis L. Ni Phytostabilization et élimination Adhikari et Kumar
de Ni (2012)
Isatis pinnatiloba Ni Phytoaccumulation Altinozlu et al. (2012)
Salix jiangsuensis Cu Phytostabilization et élimination Chen et al. (2012)
Salix babylonica de Cu
Corrigiola telephiifolia | As Phytoaccumulation Garcia-Salgado et al.
(2012)
Hordeum vulgare Zn, Cd, Ni Accumulation et tolérance de Zn, Choudhary et al.
Cd, et Ni (2013)
Solenum nigrum L. et Pb, Cu, Cd et Phytoaccumulation Dinesh et al. (2014)
Spinacia oleracea L. Cr
Agrostis capillaries Contaminants Rhizodegradation Langella et al. (2014)
multi-métaux
Alternanthera Cd, Mn, Pb et = Phytovolatilization Yang et al. (2014)
philoxeroides, Zn
Artemisia princeps,
Bidens frondosa,
Bidens pilosa,
Cynodon dactylon,
Digitaria  sanguinalis,
Erigeron canadensis et
Setaria plicata
Brassica juncea Cd Accumulation d’une quantité Abubakari et al.
impressionnante de Cd dans les (2017)
parties aériennes
Moso bamboo Cu/zn/Cd Elimination de 0.10 kg Cu, 8.89 Bian et al. (2017)
kg Zn, et 0.02 kg Cd hal y?
Typha latifolia Al, As, Cd, Phytoextraction Bonanno et Cirelli
Cr, Cu, Hg, (2017)
Mn, Ni, Pb et
Zn

IVV.5.1. La phytoextraction (phytoaccumulation)

Elle est basée sur l'utilisation des plantes hyperaccumulatrices naturelles avec une capacité

d'accumulation de métal exceptionnelle. Les hyperaccumulatrices sont utilisées sur les sites

métalliferes en raison de leur tolérance a des niveaux de pollution relativement élevés. La

phytoextraction peut impliquer des cultures répétées de la plante jusqu'a ce que la concentration

de métal tombe a des niveaux acceptables (Alka et al., 2020 ; Kazemalilou et al., 2020).
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IV.5.2. La phytostabilisation

Egalement appelée inactivation in situ, elle concerne principalement l'utilisation de certaines
plantes pour immobiliser les sédiments. Les contaminants sont absorbés et accumulés par les
racines, adsorbés sur les racines ou précipités dans la rhizosphére. Cela réduit ou méme empéche
la mobilité des contaminants empéchant la migration dans I'eau souterraine ou l'air et réduit
également la biodisponibilité du contaminant empéchant ainsi la propagation a travers la chaine

alimentaire (Fournon, 1999).

Les plantes a utiliser dans la phytostabilisation devraient étre capables de diminuer la quantité
d'eau percolée a travers la matrice du sol, ce qui peut entrainer la formation d'un lixiviat dangereux,
agir comme barri¢re pour empécher le contact direct avec le sol contaminé et 1’érosion des sols et
la distribution du métal toxique a d'autres zones (Fournon, 1999 ; Braud, 2007). La
phytostabilisation peut se produire par le processus de sorption, de précipitation, de complexation
ou de réduction de valence métallique. Il peut également étre utilisé pour rétablir une couverture
végétale sur des sites contaminés avec des niveaux élevés de contamination des éléments traces
métalliques. Une fois qu'une communauté d'especes tolérantes a été établie, le potentiel d'érosion
éolienne et donc la propagation du polluant est réduite et la lixiviation des contaminants du sol est
également réduite (Alka et al., 2020 ; Kazemalilou et al., 2020).

IVV.5.3. La phytofiltration
La phytofiltration est l'utilisation de racines de plantes (rhizofiltration). Elle est basée sur un
concept semblable a celui de la phytoextraction, mais elle est utilisée pour absorber ou adsorber
des polluants, principalement des ETMs, des eaux souterraines et des eaux résiduaires plutdt que
la remédiation des sols pollués. Les plantes utilisées pour la rhizofiltration ne sont pas plantées
directement sur place mais sont d'abord acclimatées pour le polluant. Les plantes sont cultivées
hydroponiquement dans I'eau propre plutét que dans le sol, jusqu'a ce qu'un systeme racinaire
volumineux se développe. Une fois qu'un systeme racinaire important est en place,
I'approvisionnement en eau est remplacé par une alimentation en eau polluée pour acclimater la
plante. Aprés acclimatation des plantes, elles sont plantées dans la zone polluée ou les racines
absorbent I'eau polluée et les contaminants. Lorsque les racines deviennent saturées, elles sont
récoltées et éliminées en toute sécurité (Alka et al., 2020 ; Kazemalilou et al., 2020).

IV.5.4. La phytostimulation
Gréace aux exsudats racinaires secrétés par les plantes, le développement des communautés
microbiennes et leurs activites au niveau de la rhizosphére sont stimulés. Cette stimulation modifie

la bioaccumulation et 1’oxydation/réduction biologique des ETMs (Alka et al., 2020).
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IVV.5.5. La phytovolatilisation

Elle consiste en 1’utilisation de plantes qui absorbent des polluants toxiques, qui les transforment
en éléments volatiles peu ou pas toxiques et qui sont par la suite libérés dans 1’atmosphére par
transpiration de la plante (Alka et al., 2020 ; Kazemalilou et al., 2020).

V. Les PGPR comme acteurs efficaces dans la restauration des régions

contamineées

Les scientifiques recherchent des alternatives impliquant des solutions naturelles et écologiques
qui permettent une meilleure croissance a la plante et une solution efficace pour la revégeétalisation
des espaces contaminés par des polluants. Parmi ces options, des stratégies d'ingénierie écologique
a base de microbes (bactéries, champignons) ont éteé développées pour la conservation écologique

et pour améliorer les pratiques agronomiques (Kumar et al., 20204, c).

Ces microorganismes se retrouvent dans diverses niches écologiques, y compris les
environnements extrémes, ou leurs capacités métaboliques jouent un rdle crucial dans le cycle des
nutriments géochimiques (Aeron et al., 2011). Les populations bactériennes du sol, en particulier,
ont la capacité de croitre rapidement et d'utiliser une tres large gamme de substances différentes
comme sources nutritives. Les bactéries sont dispersées dans le sol, souvent attachées aux
particules de sol, et interagissent dans la rhizosphére (Jha et al., 2010 ; Govindasamy et al., 2011).
La rhizospheére est I'une de ces niches écologiques bien caractérisée, comprenant le volume du sol
environnant les racines des plantes et ayant la plus forte population bactérienne qui est influencée
par les exsudats racinaires tel que défini par Hiltner (1904) (Jha et al., 2010 ; Govindasamy et al.,
2011). Certaines rhizobactéries ont des effets bénéfiques sur les plantes, elles sont de se fait
connues sous le terme de PGPR, pour Plant Growth Promoting Rhizobacteria. L'application des
PGPR est considérée comme I'une des méthodes les plus prometteuses et les moins codteuses pour
augmenter la productivité des plantes grace a la stimulation de leur croissance, au contréle des
agents pathogenes, et a la bioremédiation des polluants (Bhattacharyya et Jha, 2012 ; Alka et al.,
2020 ; Deb et al., 2020).

La majorité des souches de PGPR les plus intéressantes appartiennent aux genres Agrobacterium,
Arthobacter, Azospirillum, Burkholderia, Rhizobium, Frankia, Thiobacillus, Pseudomonas et
Bacillus (Glick, 1995 ; Vessey, 2003). Une comprehension approfondie des mécanismes d’action
des PGPRs est inévitable pour manipuler la flore rhizosphérique afin de maximiser les processus

qui enrichissent fortement la productivité des plantes (Figure 10).
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Figure 10 : Les interactions entre plantes et PGPR dans la rhizosphere (Deb et al., 2020).

V.1. Mécanismes d’action des PGPR
V.1.1. Mécanismes directs

V.1.1.1. Fixation biologique de I'azote

Les souches bactériennes posseédant la capacité de fixation d'azote sont classées en deux catégories.

La premiére comprend des bactéries symbiotiques associées en général a des racines de

Iégumineuses, qui sont spécifiques et qui les infectent pour produire des nodules au sein desquels

’azote de I’air est transformé en ammoniac. Il s’agit des bactéries appartenant au groupe "rhizobia"

(R. meliloti, R. trifolii, R. leguminosarum, R. phaseoli, etc) qui fournissent I’azote fixé directement

aux plantes. Un deuxieme groupe de bactéries sont des fixateurs d'azote libre qui ne possedent pas

de speécificité pour la plante (Oberson et al., 2013). C’est le cas par exemple du genre Paenibacillus

(Paenibacillus odorifer, Paenibacillus graminis, Paenibacillus peoriae et Paenibacillus

brasilensis) (Govindasamy et al., 2011).
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La fixation de I'azote est réalisée par une enzyme hautement conservee appelée nitrogenase, qui
est présente chez toutes les bactéries fixatrices d’azote. Cette activité est considérée comme un
trait important des PGPR car elle fournit directement de l'azote a la plante et elle contribue a
I’enrichissement du sol. Les souches fixatrices d'azote sont commercialisées comme biofertilisants

depuis plus de 100 ans pour les rhizobia (Goswami et al., 2015 ; Deb et al., 2020).
V.1.1.2. Nitrification

La nitrification bactérienne est un processus biologique dans lequel I'énergie est extraite par
oxydation séquentielle de I'azote ammoniacal qui aboutit a la production de nitrate, ce dernier étant
la source d’azote préférée des plantes et des microorganismes. L'oxydation compléte de I’ion
ammonium est effectuée par deux groupes de bactéries métaboliquement distinctes mais

complémentaires :

Q) Des bactéries oxydant I’ammoniac en nitrite, telque Nitrosomonas, Nitrosospira,
Nitrosovibrio, Nitrosolobus et Nitrosococcus,

(i) Des bactéries qui transforment le nitrite en nitrate comme Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospira et Nitrospina.

La nitrification est importante pour le maintien de la fertilité des sols et des écosystemes car elle
complete la minéralisation de I'azote organique par le processus d'ammonification. Entre autres, la
nitrification est considérée comme un trait important pour sélectionner des bactéries bénéfiques
capables d'améliorer la croissance des plantes et le rendement des cultures (Prasad et al., 2015).
De méme, on pense que la nitrification est la principale source d'oxyde nitrique (NO) émis par le
sol, qui est une molécule signal importante impliquée dans l'interaction plante-PGPR (Figure 11).
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Figure 11 : Présentation schématique du cycle de I'azote (UNIFA).

V.1.1.3. Solubilisation des phosphates

Apres l'azote, le phosphore (P) est le macronutriment le plus important pour les processus
biologiques, par exemple la division et le développement cellulaire, le transport d'énergie, la
transduction du signal, la biosynthése macromoléculaire, la photosynthese et la respiration
végétale. C’est le nutriment le plus limitant pour les plantes puisqu’elles ne sont capables
d'absorber que le phosphate mono- et dibasique qui sont les formes solubles de phosphate (Jha et
Saraf, 2015). Le phosphore est présent a des concentrations de 400-1200 mg / kg de sol, cependant,
seule une tres petite quantité (1 mg ou moins) de P est sous forme soluble. Le phosphate a tendance
a réagir avec le calcium (Ca), le fer (Fe) ou lI'aluminium (Al), ce qui conduit a sa précipitation et
le rend inaccessible a lI'absorption par les plantes. Dans les sols acides, le phosphate inorganique
est associé aux composés Al ou Fe, tandis que dans les sols calcaires il est surtout sous forme de
phosphates calciques. Le phosphate organique constitue une grande fraction de phosphate soluble
qui est d'environ 50% dans les sols a forte teneur en matiere organique (Alexander, 1977). Il est
important de mentionner qu'une grande partie du P appliqué dans les champs agricoles comme
engrais est rapidement immobilisée et, par conséquent, devient
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inaccessible pour les plantes (Oteino et al.,, 2015). En outre, le processus de production
traditionnelle d'engrais phosphatés est délétére pour I'environnement en raison de la libération de
contaminants tels le gaz et les sous-produits, et I'accumulation de Cd ou d'autres ETMs dans le sol
et les cultures en raison de I'utilisation répétitive d'engrais phosphatés (Song et al., 2008 ; Sharma
et al., 2013). Ce genre de problémes peut étre minimisé grace a un groupe de microorganismes du
sol, appelés microorganismes solubilisant le phosphate (PSM), qui constituent 20-40% de la
population cultivable de micro-organismes du sol et dont une proportion significative peut étre
isolée du sol de la rhizosphére (Chabot et al., 1993). La plupart des solubilisants de phosphate
isolés a partir de la rhizosphere de diverses plantes sont plus actifs que ceux isolés a partir de
sources autres que la rhizosphere (Kumar et al., 2020a).

Gréce aux activites de solubilisation et de minéralisation des PSM, les formes insolubles de P sont
hydrolysées en formes solubles (Sharma et al., 2013). Ainsi, certains micro-organismes
minéralisent le phosphore organique dans le sol et d’autres solubilisent les phosphates
inorganiques a structure complexe, comme le phosphate tricalcique, le phosphate de roche, le
phosphate d'aluminium, etc, contribuant ainsi a la disponibilité du phosphate aux plantes. Plusieurs
mécanismes différents sont mis en jeu (Figure 12), dont le principal est la solubilisation des
phosphates basée sur la sécrétion d'acides organiques par les microbes lors de la métabolisation
des sucres. Les microorganismes rhizosphériques utilisent les sucres provenant des exsudats
racinaires puis ils produisent des acides organiques (Goswami et al., 2014). Ces acides agissent
comme de bons chélateurs de cations de Ca?* divalents accompagnant la libération de phosphates
a partir de composés phosphatiques insolubles. Parmi les acides organiques sécrétés se trouvent
les acides acétique, lactique, malique, succinique, tartrique, gluconique, 2-cétogluconique,
oxalique et citrique (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Buch et al., 2008 ; Govindasamy et al., 2011 ;
Goswami et al., 2013, 2014 ; Jha et Saraf, 2015 ; Kumar et al., 2020b).

Parmi les bactéries du sol solubilsatrices des phosphates, on trouve certains rhizobia
endosymbiotiques (Goswami et al., 2014), de méme que diverses especes appartenant a différents
genres comme Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Bacillus sircalmous,
Paenibacillus polymyxa, , Pseudomonas fluorescens, et Burkholderia cepacia. lls sont des
producteurs efficaces d'acide gluconique qui est I'agent efficace le plus fréguemment utilisé dans

la solubilisation des phosphates minéraux (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Jha et Saraf, 2015).
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Figure 12: Les diverses substances organiques/inorganiques produites par des bactéries
responsables de la solubilisation du phosphate dans les sols (Ahemad et Kibret, 2014).

V.1.1.4. Production de phytohormones bactériennes

Les phytohormones ou hormones de croissance des plantes sont des substances organiques
naturelles qui exercent, a de faibles concentrations, une influence majeure sur la croissance des
plantes et la régulation des processus physiologiques. Parmi les phytohormones, l'auxine, de méme
la gibbérelline, I'éthyléne, la cytokinine et I'acide abscisique sont produites par les plantes (Bari et
Jones, 2009), par des microorganismes (Narayanasamy, 2013), et méme par des algues (Kiseleva
et al., 2012). Parmi les microbes, les PGPRs peuvent également moduler les niveaux de
phytohormone dans les tissus végétaux affectant I'équilibre hormonal de la plante héte (Figueiredo
etal., 2016).

V.1.1.4.1. Acide indole-3-acétique (AlA) : biosynthese et place dans I'interaction plantes-
PGPR

Les auxines ont la capacité d'affecter, pratiguement, tous les aspects physiologiques des plantes
(la promotion, I'élargissement et la division des cellules, la domination apicale, l'initiation
racinaire, la différenciation du tissu vasculaire et la modulation des especes réactives d'oxygene).
Principalement, I'AIA est connue pour stimuler a la fois des réponses rapides (par exemple

augmentation de I'élongation des cellules) et a long terme (par exemple, division cellulaire et
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différenciation) dans les plantes. Les plantes sous le traitement a long terme de I'AlA ont des
racines tres développées, ce qui permet a la plante d'absorber de meilleurs nutriments en fin de

compte aider a la croissance globale de la plante (Aeron et al., 2011)

La biosynthese microbienne et le mécanisme fondamental de I'action des auxines sur les plantes
ont fait I'objet d'intenses recherches. Environ 80% de la flore bactérienne de la rhizosphére produit
de I'AlA, avec le tryptophane (Trp) comme précurseur physiologique principal lors de sa synthese
(Spaepen et al., 2007). Récemment, il a été montré que les auxines affectent d'autres activités
hormonales végétales, telles que la cytokinine, I'acide abscisique, I'éthylene, le jasmonate et I'acide
salicylique, et modulent diverses voies de signalisation de défense. D’un point de vue pratique,
plusieurs souches de PGPRs produisant 1’auxine augmentent la croissance de la plante (Vessey,
2003 ; Amara et al., 2015).

La biosynthese de I'AIA chez les bactéries implique cing voies dépendantes de Trp : voie de
I'indole-3-acétamide, voie de l'acide indole-3-pyruvique, voie de la tryptamine, voie de I'indole-3-
acétonitrile et voie de la chaine oxydase de la chaine latérale de Trp et une voie indépendante de
Trp (Figure 13) (Spaepen et al., 2007 ; Di et al., 2015).
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Figure 13: Diagramme simplifié des différentes voies de biosynthése de I'AIA dérivée du

tryptophane chez les bactéries (Remans et al., 2006).
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V.1.1.4.2. L’ACC déaminase

L'éthyléne est une hormone gazeuse produite par les plantes et joue un réle essentiel dans des
processus de développement, tels que I'abscission des feuilles et leur sénescence, de méme que la
maturation des fruits. 1l est synthétisé a partir de la méthionine en trois étapes qui commencent par
I'activation de la méthionine en S-adénosyl-L-méthionine par I'enzyme SAM synthétase, suivie
par la convertion du S-adénosyl-L-méthionine en 1-aminocyclopropane-1 acide carboxylique
(ACC), qui est catalysée par I'ACC synthase, puis I'enzyme ACC oxydase assure la conversion de
I'ACC en éthylene par une réaction d'oxygénation. Au début, I'éthyléne était considéré comme une
hormone de stress parce que dans des conditions de stress (salinité, sécheresse, ETMs et
pathogénicite), les plantes synthétisent une grande quantité d'éthylene, entrainant une altération de
leur performance physiologique et, en particulier la réduction de la croissance des racines. Plus
tard, d'autres fonctions vitales ont été associées a 1’éthyléne telles que la germination des graines,
le développement des poils racinaires, la nodulation, I'abscission des feuilles et des fruits et la

sénescence des fleurs et des feuilles (Bakshi et al., 2015, Shrivastava et Kumar, 2015).

Une large gamme de bactéries rhizosphériques produit un enzyme, le 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) déaminase, qui diminue les quantités d'éthyléne déléteres et equilibre les
niveaux d’acide abscissique (ABA) dans les plantes stressées (Glick et al., 2007). Les produits de
cette dégaradation sont 1’a-ketobutyrate et 1’ammoniac, qui sont utilisés par les bactéries
concernées comme source de carbone et d’azote (Figure 14) (Penrose et Glick, 2003 ; Glick et al.,
2007). Parmi les microorganismes concernés, on trouve des souches appartenant aux genres
Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Rhodococcus, et Variovorax (Saleem et al., 2007 ; Toklikishvili et al., 2010 ; Barnawal et al., 2012
; Guo et al., 2020).
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Figure 14 : Mode d’action de I’ACC déaminase pour la levée du stress chez les plantes et son
interaction avec I’AIA (Gamalero et Glick, 2015)

V.1.2. Mécanismes indirectes de PGPR
V.1.2.1. Production de sidérophores

Le fer agit comme cofacteur pour un certain nombre d'enzymes essentielles aux processus
physiologiques importants tels que la respiration, la photosynthése et la fixation d'azote. Son
déficit provoque des modifications métaboliques séveres. Plusieurs études sur l'utilisation du fer
par les plantes ont permis aux scientifiques de distinguer des stratégies utilisées pour l'acquisition
du fer a partir du sol (Bar-Ness et al., 1992 ; Neilands, 1995 ; Vessey, 2003). Certaines bactéries
de la rhizosphere sont capables de libérer des molécules chélatantes de fer dans la rhizosphere, les
sidérophores, et servent ainsi a attirer le fer vers la rhizosphere ou elles peuvent étre absorbées par
la plante (Fekete et al., 1983 ; Payne, 1994 ; Haas et Défago, 2005 ; Tortora et al., 2011).

Plusieurs genres sont connus par leur capacité a favoriser la croissance de nombreuses plantes
grace a la production de sidérophores (Fekete et al., 1983 ; Tortora et al., 2011). Les bactéries de
la rhizosphere libérent ces composés pour augmenter leur potentiel concurrentiel, puisqu‘ils
améliorent la nutrition des plantes (Glick, 1995). Les rhizobactéries produisant des sidérophores
améliorent les plantes a divers niveaux : elles améliorent la nutrition en fer, inhibent la croissance
d'autres micro-organismes avec la libération de leur molécule antibiotique et limitent la croissance

des agents phytopathogénes en limitant la disponibilité du fer (Shen et al., 2013).
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En outre, les siderophores peuvent stimuler la biosynthese d'autres composés antimicrobiens
(Beneduzi et al., 2012).

V.1.2.2 Enzymes hydrolytiques

Les enzymes lytiques bactériennes telles que I'uréase, I'esterase, la lipase, la protéase, la chitinase,
I'amylase et la cellulase sont des protagonistes clés dans les processus de transformation biologique
de N, Het C (Ranaetal., 2012 ; Xun et al., 2015). Les enzymes comme la chitinase et la cellulase
jouent un rdle majeur en tant qu'agents de lutte biologique en dégradant les parois cellulaires
fongiques (Sindhu et Dadarwal, 2001). Kathiresan et al. (2011) ont rapporté qu’Azotobacter sp.
produisait de grandes quantités d'amylase, de cellulase, de lipase, de chitinase et de protéase et
participait au processus de biodégradation de la matiére organique du sol. Les bactéries
appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas sp. réduisent la croissance des champignons
filamenteux en sécrétant des enzymes lytiques telles que les chitinases et les glucanases.
L'application de telles bactéries permet la protection biologique des cultures contre les agents
pathogenes, en particulier ceux qui contiennent de la chitine et des glucanes dans leur parois
cellulaires (Prasad et al., 2015). Kohler et al. (2007) ont observé que l'inoculation de plantes de
laitue avec B. subtilis augmentait significativement l'activité de l'uréase, de la protéase et de la
phosphatase dans la rhizosphére, donc a participé a I'amélioration de la croissance des plantes et a
I'absorption de potassium/calcium. Un isolat bactérien (MIC 3) a produit des enzymes lytiques
(protéase, amylase, cellulase, chitinase et pectinase) et présentaient une forte activité antagoniste

in vitro contre Fusarium oxysporum et Phoma sp. (Avinash et Rai, 2014).

V.1.2.3. Production d'antibiotiques

Certaines PGPRs jouent un réle actif dans la suppression des micro-organismes pathogenes en
produisant des antibiotiques. Ces antagonistes bactériens imposent la suppression des agents
pathogenes des plantes par la sécrétion de métabolites extracellulaires qui sont inhibiteurs méme
a faible concentration. Les bactéries appartenant au genre Bacillus produisent une grande variété
de substances antibactériennes et antifongiques. Certains de ces composeés, dont la subtiline, la
subtilosine A, la TasA et la sublancine, sont bien connus et dérivent d'une origine ribosomale, mais
d'autres, comme la bacilysine, la chlorotétain, la mycobacilline, les rhizocticines, le bacillaene, la
difficidine et les lipopeptides appartenant a la surfactine, et les familles de fengycines, sont
formées par des peptides synthetases non ribosomiques (NRPS) et/ou des polykétides synthases

(PKS) (Kumar et al., 2020c). Ces antibiotiques sont connus pour posséder
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des activités antivirales, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, phytotoxiques, antioxydantes, et
d’autres (Kumar et al., 2020a).

En définitive, les bactéries favorisant la croissance des plantes sont couramment utilisées dans
I’agriculture pour améliorer les rendements des plantes. En plus, elles contribuent a résoudre
certains probléemes environnementaux. Les PGPR peuvent empécher I'érosion des sols en
améliorant la croissance des plantes. Ils améliorent la croissance des racines et offrent a la plante
une opportunité d'obtenir des nutriments pour une meilleure croissance. Parallelement a la
promotion de la croissance, les PGPR contribuent a I’amélioration de la tolérance au stress chez
les plantes (chaleur, sécheresse, salinité et maladie), la bioremédiation des ETMs, les agents de

lutte biologique et la formation de biofilm etc.

VI.  Phytoremédiation assistée par les microorganismes

La phytoremédiation assistée par les PGPR dépend fortement de diverses conditions telles que les
activités rhizosphériques, la croissance des plantes, la tolérance aux métaux et leur
biodisponibilité. Dans un environnement contamine, la majorité des ETMs se lient & différents
constituants organiques et inorganiques et leur biodisponibilité est étroitement liée a leur
spéciation chimique. Les souches PGPR produisent divers composés métaboliques tels que des
acides organiques, des sidérophores, des EPS, des biosurfactants, etc., qui peuvent altérer la nature
du métal (réactions d'acidification et d'oxydoréduction) et sa mobilité (chélation, précipitation et
immobilisation) dans I'environnement rhizosphérique. Ils peuvent ainsi améliorer I'efficacité de la

phytoremédiation, de la phytostabilisation et de la phytovolatilisation de la plante.

La gestion de la population microbienne dans la rhizosphére a I'aide d'un inoculum composé d'un
consortium de PGPR en tant que biofertilisants, pourrait fournir aux plantes des avantages cruciaux

pour la restauration de I'écosystéme sur les terrains abandonnés (Khan, 2005 ; Manoj et al., 2020).
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1. Description de la zone d’étude

La zone étudiée se situe dans la région d’Oujda. Il s’agit d’une bande montagneuse qui s'étend sur
une longueur de 100 km et une largeur de 20 & 30 km. La région posséde un potentiel minier

important en raison de I'existence d'importants gisements de minéraux (Smouni et al., 2010).
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Figure 15 : Localisation de la région d’Oujda et des trois sites étudiés avec A : Oued EI Heimer,
B : Sidi Boubker, C : Touissit.
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1.1. Les mines de Sidi Boubker et Touissit

Les sites miniers de Sidi Boubker et Touissit, sont situés a environ 30 kilométres au sud d'Oujda.
La source de pollution dans cette zone est principalement le résultat des digues de sable de lavage
des déchets formant de vastes zones (Argane et al., 2014) (Figure 16). lls ont été fermés
respectivement en 1975 et 2002, suite & I'épuisement des réserves, apres avoir fonctionné pendant
pres de 40 ans pour Sidi Boubker et 75 ans pour Touissit (Smouni et al., 2010). Ces sables sont
facilement transportés par le vent et les précipitations sous forme de particules et constituent une
menace pour les personnes qui vivent dans des maisons construites directement au pied des digues.
De plus, un substrat (stérile) correspondant a des matiéres résiduelles provenant directement du
minerai lors de I'exploitation miniére a recouvert certaines digues (Smouni et al., 2010).

Figure 16 : Photos des sites étudiés avec A et B : Sidi Boubker et C : Touissi.
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1.2. La fonderie de Oued El Heimer

La fonderie d'Oued EI Heimer est spécialisée dans le traitement, la fonte et I'affinage du plomb et
de l'argent (Stowasser, 1973). Elle a été construite en 1942 par les sociétés Penarroya et Zellidja
et a commenceé sa production en 1945. A cause d’épuisement des reserves, les activités de cette

fonderie ont été arrétées.

Les activités d'élevage qui sont dominantes dans I'Est du Maroc sont tres limitées autour de la
fonderie en raison de plusieurs années de sécheresse et de la rareté des paturages résultant de la
dégradation de I'environnement. La zone de I'Oued EI Heimer (Figure 17) est exposée a différentes
formes de pollution telles que le gaz SO2 dans l'air, les poussieres fines (en particulier les zones

soumises aux vents dominants) et les scories transportées sous forme particulaire ou dissoute
(Smouni et al., 2010).

Figure 17 : Photos de site Oued El Heimer
1.3. Caractéristiques climatiques

Le climat de la région d'Oujda est caractérisé par de faibles précipitations avec un hiver assez
pluvieux et un été chaud et sec de durée variable (Figure 18). Elle est considérée comme une région
a climat semi-aride froid (Climat Oujda (Maroc)). Les précipitations sont comprises entre 300 mm
et 500 mm par an. Oujda est majoritairement plus chaude que dans les autres villes du Maroc, avec
une température moyenne égale a 26.1 °C. Aot est le mois le plus chaud de I'année. En janvier,
la température moyenne est de 8.4 °C. Janvier est donc le mois le plus froid de I'année (Climat
Oujda (Maroc)). Les précipitations et les vents sont un moyen efficace de dissémination des ETMs.
Il existe deux types de vents dans la région : les vents d'ouest a nord-ouest qui sont humides et

pluvieux, et les vents d'est qui sont chauds et secs.
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Figure 18 : Diagramme ombrothermique (A) et courbe des tempeératures (B) d’Oujda
2. Choix de la plante Sulla spinosissima L.

Parmi les plantes qui se développent naturellement dans les sites miniers abandonnés situés dans
la région d'Oujda, on trouve Sulla spinosissima (L.), une espéce fqui ait partie des Iégumineuses
méditerranéennes multitolérantes connues pour leur capacité a accumuler les ETMs dans les
racines et leur contribution a la fertilité des sols par I'apport d'azote et d'autres nutriments. Grace a
ses propriétés, S. spinosissima (L.) peut étre une plante modeéle intéressante pour I'étude de la

phytoremédiation assistée par des bactéries (Shabou et al., 2016).
3. Collecte d'échantillons de sol et analyse physico-chimiques

Neuf échantillons de sol ont été collectés a partir de trois sites différents (Touissit, Sidi Boubker
et Oued EI Heimer), avec 3 répétions par échantillon. Le type de sol (rhizosphérique ou nu) et les
coordonnées GPS des échantillons de chaque site sont présentés dans le tableau 2. La composition
chimique des échantillons a été déterminée par par ICP-MS, réalisée par le laboratoire Eurde ins-
France, sous ISO/IEC 17025 : Norme 2005 et accréditation par le CDE RAC 1-148, le pH a

également été mesuré (Kalra, 1995).
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Tableau 2 : Type et localisation des échantillonnages de sol

Sites Echantillonnage Type de sol Coordonnées GPS
TOUISSIT | Touissit 2 (T2) Rhizosphére d”  Acacia
S A 34°28'06"N/1°46'18"W
Touissit N (TN) Sol nu
Touissit 5 (T5) Rhizosphére  de  Sulla
spinosissima
SIDI Sidi Boubker 1 (B1) | Sol nu
BOUBKER | sjdi Boubker 2 (B2) Rhiz_osphére de Stipa 34028'18''N/1242'59""W
tenuissima
Sidi Boubker 3 (B3) | Rhizosphére  de  Sulla
SpInosissima 34°28'18"N/1°42'59"W
OUED EL | Oued El Heimer 2 | Rhizosphere  de  Sulla
HEIMER | (OH2) spinosissima
Oued EI Heimer 3 | Rhizosphére  de  Stipa
(OH3) tenuissima 34°26'37"N/1°53'54"W
Oued El Heimer 36 | Sol nu
(OH36)

4. lsolement, purification et conservation des souches bactériennes

Quatre grammes de chaque sol ont été suspendu dans 16 ml d'eau physiologique stérile (0.9 %
Nacl) et mis sous agitation pendant 30 min. Ces suspensions ont été diluées en séries de 4 fois et
par la suite étalées sur du milieu bouillon nutritif gélosé (NB) additionné de 1 mM ou 5 mM de Pb
(sous forme de Pb(NO3)2), et de 1 mM ou 3 mM de Zn (sous forme de Zn(SO4) 2,7H20) (Becerra-
Castro, 2012).

Les suspensions ont également été étalées sur du milieu Pikovskaya (PVK) modifié (Sundara et
Sinha, 1963), du milieu Modi (Modi et al., 1985) (Annexe 8) et du milieu YEM-agar (Vincent,
1970) additionné de 0.5 mg ml de tryptophane (Annexe 6).

Le milieu PVK modifié contenait 0.5 g de phosphate naturel (roche phosphatée finement broyée).
Toutes les boites de Petri ont été incubées a 28 °C pendant au moins 48 heures (Annexe 7). Les
colonies bactériennes ont été repiquées au moins trois fois pour assurer la pureté puis conservées
a -80°C dans le milieu YEM supplémentés avec 40% de glycérol (v/v).

5. Criblage des souches intéressantes

5.1. Activités favorisant la croissance des plantes (PGP)

Les activités biologiques bénéfiques de tous les isolats ont été analysées grace a des tests qualitatifs

qui permettent un criblage rapide des souches. Leur capacité a produire de I'AlA a été
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déterminée selon les méthodes de Gordon et Weber (1951) et de Sheng et al. (2008). 5ul de chaque
suspension bactérienne ont été dispersées sur le milieu gélosé YEM additionné de 0.5 mg ml* de
tryptophane, et incubées pendant 48 h a 28 °C. Les colonies obtenues ont été recouvertes d'un
disque de papier filtre stérile imprégne de réactif de Salkowsky. Les boites de Petri ont été incubées

a l'obscurité pendant 30 min. L'apparition d'une couleur rose indique la production d'auxine.

La production de sidérophores est la deuxiéme activité bénéfique étudiée en utilisant la méthode
modifiée de Schwyn et Neilands (1987). A cet effet, les souches ont été étalées en triple sur des
boites contenant le milieu Modi et incubées pendant 2 jours a 28 °C, apreés le réactif chrome azurol-
S (CAS) a eté ajouté. Les zones orangées autour des colonies sur gélose bleue ont été considerées

comme des réactions positives pour la production de sidérophores.

La capacité de solubilisation de phosphate inorganique des isolats a été testée selon la méthode
décrite par Nautiyal (1999). Les souches isolées ont été étalées dans des boites de milieu PVK
gélosé modifié. Apres sept jours d'incubation a 28 °C, les colonies entourées d'un halo ont été

considérées comme positives pour la solubilisation du phosphate.

L'activité ACC déaminase des isolats a eté étudiée selon la méthode de Penrose et Glick (2003) et
Onde re-Lemus et al. (2009) en utilisant des plaques de 96 puits de milieu minimal contenant 3
mmol I d'’ACC comme seule source d'azote. Les colonies bactériennes capables de croitre dans
ces plaques ont été considérées comme positives. Pour comparaison les souches sont aussi
ensemencées sur un milieu contenant MgSOa (témoin négatif) et un autre contenant du (NH4)2SO4
(témoin positif).

5.2. Tolérance des souches aux éléments traces métalliques

Pour estimer le niveau de tolérance des souches aux ETMs, la concentration minimale inhibitrice
(CMI) de zinc, de plomb et d’arsenic a été déterminée. Les isolats ont été étaleés en triple sur des
boites de Petri contenant le milieu NB additionné par des quantités croissantes des ETM (5-35 mM
de Zn, Pb et As). La CMI est définie comme la concentration du métal la plus faible a laquelle

aucune croissance bactérienne n'a été observée (Becerra-Castro, 2011).

6. Identification moléculaire des bactéries par séquengage de ’ADNr 16S
6.1. Extraction de I'ADN total bactérien

Des suspensions bactériennes de chaque souche ont été transférées dans un tube stérile de 1.5 ml
et centrifugées a 13 000 g pendant 15 min. Les culots résultants ont été dissous dans 1 ml de
tampon (20% SDS, acétate de sodium 2 M, Tris-acétate 3 M, EDTA 20 mM) et transfeérés dans
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des tubes stériles de 1.5 ml, puis traités avec NaCl et incubés pendant 10 min a 65 °C. Apres, la
suspension a été extraite avec 1.2 ml de phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) suivi
par I'extraction de la phase aqueuse avec 1.2 ml de chloroforme-alcool isoamylique (24:1). L'ADN
a été précipité par addition de 0.6 ml d'isopropanol a la phase aqueuse, incubation pendant 10 min
a température ambiante et centrifugation a 12 000 g pendant 10 min. Le culot a été lavé avec de
I'éthanol a 70 %, séché a l'air et dissous avec du tampon TE (Tris-EDTA, pH 8).

6.2. Amplification par PCR de PADNr 16S et séquencage

Pour I'amplification spécifique des genes ARNr 16S, nous avons utilisé le couple d'amorces 27f
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3_) et FGPS1509 (5-AAGGAGGGGATCCAGCCGCA-
3 ). Chaque 25 pl du mélange PCR contenait une matrice d'’ADN (20 & 50 ng), 1 x tampon de
réaction Taq, 25 pmol de chaque amorce et 1.5 U d'ADN polymérase Taq (Bioline). Les
amplifications PCR ont été réalisées en utilisant le programme suivant : dénaturation initiale a
94°C pendant 5 min, 30 cycles de 94°C (1 min), 55°C (30 s) et 72°C (1 min), suivis d’une derniere
extension a 72°C (10 min). Les produits de PCR ont été séparés dans des gels d'agarose 1% par
électrophorese, et envoyés pour séquencage (Genoscreen, France). Les séquences nucléotidiques
obtenues dans cette étude ont été déposees dans la base de données NCBI sous les numéros d'acces
KU182753 a KU182861.

6.3.Analyse phylogénétique

L'homologie de la sequence d’ADNr 16S d'un isolat donné a été réalisée en utilisant le programme
BLAST de la base de données NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Les
séquences montrant plus de 97 % de similarité appartiennent a la méme unité taxonomique
opérationnelle (OTU). Les séquences ont été alignées a l'aide de l'algorithme ClustalW (Thompson
et al., 1994) et les arbres phylogénétiques Neighbor-Joining ont été construits aprés calcul d'une
matrice de distance avec le logiciel MEGA X (Tamura et al., 2007). La robustesse de la phylogénie
a été évaluée par une analyse bootstrap avec 1000 répétitions.

7. Quantification du potentiel phytobénéfique des souches sélectionnées

Dans un deuxieme temps, des méthodes quantitatives adaptées ont été utilisées pour caractériser

plus précisement les meilleures souches enregistréees pour chaque test qualitatif d’activité PGP.

Production d'auxine : Elle a été mesurée selon les méthodes de Gordon et Weber (1951) et de
Sheng et al. (2008). Les cellules bactériennes ont été cultivées dans un milieu YEM avec 0.5 mg

ml* de L-tryptophane & 28 °C pendant 1 jour dans un incubateur (180 tr/min). Le milieu YEM
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ensemencé avec de l'eau stérile Milli-Q a servi de traitement témoin. Les cultures ont été
centrifugées a 12 000 g pendant 5 mn et les surnageants ont été filtrés avec du filtre Millipore. Un
aliquote de 1 ml de chaque surnageant a été mélangeé avec 1 ml de réactif de Salkowsky. Le
mélange a été incubé pendant 30 minutes a 28 °C dans I'obscurité. L'absorbance a été mesurée a
540 nm et la concentration d'auxine a été déterminée en utilisant une courbe standard préparée

avec des concentrations d'auxine connues.

Production de sidérophores : L'estimation de la production de sidérophores a été réalisée selon
la méthode analytique au chrome azurol-S (CAS) (Schwyn et Neilands, 1987 ; Manjanatha et al.,
1992). Apres la culture des souches bactériennes sur milieu liquide Modi et centrifugation, un ml
de surnageant a été transfére dans un tube et melangé avec un ml de réactif CAS et laissé au repos
pendant 1 h (Manjanatha et al., 1992). Une référence a été préparée en mélangeant 1 mL du réactif
CAS avec 1 mL du milieu non ensemencé. L'absorbance des échantillons a été mesurée a 630 nm
et comparée au témoin (Manjanatha et al., 1992) (Annexe 8).

La teneur en sidérophores de I'échantillon a été calculée a I'aide de la formule suivante :
Unités sidérophores = A /Ar
Ou Ar = absorbance du réactif CAS et A = absorbance de I'échantillon a 630 nm

Solubilisation du phosphate naturel : La quantité de phosphate solubilisé par chaque souche a
été déterminée dans le milieu liquide de Pikovskaya (Zaidi et al., 2006) contenant 0.5 g L™ de
phosphate naturel comme source de phosphate inorganique. Des erlenmeyers de 250 ml en triple
contenant 100 ml de milieu ont été inoculés avec la suspension bactérienne pour atteindre une
DOeoo initiale de 0.05. Les flacons ont été incubés a 28 °C pendant 2 jours dans un agitateur rotatif
a 180 tr/min. Les surnageants de culture ont été collectés par centrifugation a 12 000 rpm pendant
10 min et le phosphate soluble libre est estimé par la méthode vanadate-molybdate (Watanabe et
Olsen, 1965) (Annexe 7).

Activite ACC-déaminase : L'activitt ACC-déaminase a été mesurée en utilisant une légere
modification du test d'activité ACC-déaminase de Penrose et Glick (2003) et Li et al. (2011).
L'activite ACC-déaminase a été déterminée par la mesure colorimétrique de la quantité de o-
ketobutyrate résultant de la dégradation de I'ACC par I'enzyme ACC déaminase. La modification
unique consistait a utiliser un milieu minimal pour la croissance des cellules bactériennes. Le
milieu minimal utilisé contenait : Mannitol (3.64g), NaCl (0.05g), KaHPO4 3H20 (0.35g), MgSO4
6H.O (0.2g), CaCl> 2H,O (0.05g), FeCl> (2.7%) et 10 ml d'une solution de microéléments
contenant H3sBO3 (500 mg), MnCl> 4H>0 (7.86 mg), NaMoO4 2H>0 (27.62 mg),
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ZnS0O4 7H20 (17.17 mg), CuSO4 (20.4 g). Apres ajustement du volume a 800 ml, le milieu a été
autoclavé, puis 1 ml de biotine, 1 ml de thiamine et 1 ml d'acide pantothénique ont été ajoutés, et

enfin, le volume a été complété avec de I'eau distillée stérilisée a 1 L (Annexe 9).

Les souches positives ont été testées pour leur capacité de fixation biologique de l'azote
atmosphérique par la méthode décrite par Dobereiner (1995). Les souches ont été cultivées sur un
milieu semi-solide sans azote. Apres 96 h d'incubation a 28 °C dans I'obscurité, la formation d'une
couche de croissance blanche prés de la surface des tubes indique un résultat positif (Quecine et

al., 2012). Cette procedure a été réalisée en triple.
8. Activités antifongiques des socuhes bactériennes

Activité antagoniste : Elle a été étudiée en utilisant trois méthodes de confrontation in vitro entre

des souches bactériennes et une souche de champignon phytopathogéne de Fusarium oxysporum.

La méthode 1 consistait en une confrontation directe, dans laquelle le champignon et la bactérie
sont cultivés cote a cOte dans le milieu Potatoe Dextrose Agar (PDA). Les souches bactériennes
ont d'abord été cultivées dans des tubes contenant le milieu NB pendant 24 heures a 28 °C, puis 5
pl de la suspension bactérienne est déposée dans chaque boite PDA contenant un fragment du
champignon de 1 cm? déposé sur le bord de la boite. Dans les boites témoins, 5ul d'eau distillée
stérilisée a été utilisée a la place des bactéries.

La méthode 2 a été congue pour tester si la bactérie inhibe lI'agent pathogene en sécrétant des
substances diffusibles. Des suspensions de souches bactériennes préparées comme précédemment
ont été déposées sur des membranes stériles de nitrocellulose (type Millipore, 0.45 pm)
préalablement déposeées a la surface du milieu PDA. Apres absorption de la suspension, les boites
ont été incubées a 28 °C pendant 24 heures. La membrane a été ensuite retirée de chaque boite et
un fragment de 1 cm? du champignon a été placé sur la surface de la gélose. Les boites ont été
réincubées pendant une période supplémentaire d'une semaine (Lopes et al., 2015). La boite de
contrble a été préparée de la méme maniére mais en déposant de I'eau distillée stérilisée a la place

de la suspension bactérienne.

Dans la méthode 3, nous avons examiné si I'effet antagoniste des souches bactériennes contre
I'agent pathogene est d0 aux composés volatils émis par les bactéries. Les suspensions bactériennes
préparées comme précédemment ont été striées dans une boite de Petri contenant du milieu NB.
Un fragment de Fusarium de 1 cm? a été placé au centre d'une deuxiéme boite contenant du milieu

PDA, puis il a été fermé par la boite contenant les bactéries. Les 2 boites ont

51



été sellées avec du parafilm et incubées & 28 °C pendant une semaine (Lopes et al., 2015). La boite

servant de témoin a été réalisée de la méme maniére sauf que les bactéries étaient absentes.

Apreés incubation, I'inhibition de la croissance radiale de Fusarium oxysporum a été évaluée par la

formule suivante :

I=T-C/T*100

T = Diametre du mycélium en absence de bactéries
C = Diameétre du mycélium en présence des bactéries

Production de protéase : Des isolats bactériens ont été inoculés sur une gélose au lait écrémé.
Les boites ont été incubées a 28 + 1°C pendant 96 h. Les isolats présentant des zones claires autour
des colonies ont été considérés comme des producteurs de protéase (Ventosa et al., 1982 ; Smibert
et Krieg, 1994). Pour confirmer les résultats, les souches positives ont été striées sur milieu
contenant de la caséine et les boites ont été incubées a 28 °C pendant 24 h. La formation d'une
zone claire autour des colonies bactériennes indique l'activité protéolytique de la souche (Smibert
et Krieg, 1994).

Production de lipase : Le milieu minimal utilisé contenait 0.3 g de KH2PO4, 0.6 g de Na;HPOg,
0.05 g de NaCl, 0.1 g de NH4Cl, 2 mM de MgSQOg4, 0.1 mM de CaCly, 2 g d'agar, 2.5 g d'huile
d'olive et 100 ml d'eau distillée. Le milieu a été ajusté a pH 8 et autoclavé a 121°C pendant 15
min. Apres le dépdt des isolats, les boites ont été incubées a 28 °C pendant 48 h. Une réaction
positive est marquée par I'apparition d'un halo autour des colonies (Gupta et al., 2007 ; Salgado,
2014 ; Smibert et Krieg, 1994). L'activité lipolytique des souches a été confirmée par une autre

méthode, sur boite de gélose contenant la tributyrine et du tween 20 (Kumar et al., 2012).

Production de cellulase : Selon la méthode décrite par Cattelan et al. (1999), cette activité
enzymatique a été determiné. Le milieu M9 (Miller, 1972) additionné de 10 g de
carboxyméthylcellulose et 1.2 g d'extrait de levure a été utilisé. Les isolats ont été étalés et incubés
pendant 8 jours a 28°C. Le développement d'un halo clair autour des colonies indique une réaction
positive (Kumar et al., 2004).

Production de chitinase : Des boites de Petri de gélose a la chitine contenant 1 % de poudre de
carapace de crevette (SSP), 0.1 % de KoHPO4, 0.05 % de MgSO47H.0 et 1.5 % de gélose amendée
avec 2 % de rouge de phénol ont été préparées. Les boites ont été spotées avec des aliquotes de
suspensions bactériennes et incubées a 30 °C pendant 7 jours. Des zones claires autour des colonies

indiquent la présence de chitinase (Goswami et al., 2014 ; Wang et al., 2008).
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9. Effet de I’inoculation par des souches sélectionnées sur la croissance des plantes de
Sulla spinosissima

9.1. Caractérisation des souches bactériennes

Six souches parmi les plus intéressantes lors des tests précédents ont été sélectionnées pour
I'inoculation des plantes de Sulla spinosissima dans des conditions normales et sous stress
métalliqgue (LMR249, LMR250, LMR266, LMR283, LMR291 et LMR340). La tolérance aux

ETMs de ces souches et leurs activités PGP ont été les principales propriétés prises en compte.

Elles ont aussi été testées pour leur capacité de fixation biologique de l'azote atmosphérique par
la méthode décrite par Dobereiner (1995).

9.2. Evaluation de P’effet des PGPRs sur la croissance de Sulla spinosissima sous

conditions normales

Pour étudier le potentiel phytobénéfique des souches bactériennes sélectionnées sur la croissance
de Sulla spinosissima, du sable stérilisé a été utilisé comme substrat de culture (sable autoclavé a
121°C pendant 1 heure).

Les souches bactériennes (LMR249, LMR250, LMR266, LMR283, LMR291 et LMR340) ont été
cultivées pendant une nuit dans du milieu NB et incubées a 28 °C a 180 tr/min pendant 24 h. Les
cellules bactériennes ont éteé récoltées par centrifugation a 8000 rpm a 4 °C pendant 10 min. Les
culots cellulaires ont été lavés deux fois, remis en suspension et ajustés avec de I'eau distillée stérile

afin d'avoir une DOgoo de 0.1 (équivalent & 108 cellules mL™).

Des graines de Sulla spinosissima préalablement récoltées dans les sites miniers de la région
d'Oujda ont été scarifiées en surface manuellement, puis stérilisées avec de I'éthanol a 70 %
pendant 1 min et rincées cing fois avec de I'eau distillée stérilisée. Les graines ont été mises a
germer sur des boites de gélose a 0.9 % a 25 °C dans l'obscurité pendant 4 jours. Les graines
germées ont été cultivées dans des petits pots contenant 100 g de sable stérilisé (1 plante/pot et 12
répétitions/traitement). Chaque plante a été inoculée avec 1 mL d’'inoculum bactérien
correspondant. Des plantes témoins non inoculées étaient également prévues. Le dispositif
experimental était un bloc complet randomisé. Les pots ont été arrosés le long de I’expérience avec
une solution minérale nutritive (Hoagland et Arnon 1950). La solution minérale contenait du
K2HPO4 comme source de P, sauf pour les plantes inoculées par la souche LMR291 solubilisant

le P ou une poudre de phosphate naturel a été utilisée. Les pots ont été placés dans
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une chambre de croissance contrdlée (16 h de lumiere, 8 h d'obscurité) avec une température
moyenne de 28 °C.

9.3. Effet des PGPRs sur la croissance des plantes Sulla dans les conditions de sol
contaminé

Le sol fortement contaminé du site d'Oued EI Heimer a été utilisé dans cette expérience. Ce sol est
un sol alcalin peu fertile qui présente de faibles niveaux de carbone, d'azote et de phosphore, et
une faible capacité d'échange cationique (CEC). De plus, le sol est extrémement pollué par cing
ETMs (As, Cu, Zn, Cr et Pb) (Table 2). Les graines prégermées comme précédemment ont été
cultivées dans des petits pots contenant 100 g de sol contaminée (1 plante/pot et 12
répétitions/traitement) selon le méme dispositif expérimental et sous les mémes conditions de
culture. Les plantules ont été inoculées dans les mémes conditions que précédemment et arrosées

avec de l'eau distillée stérile tout au long de I’expérience.

9.4. Parametres mesurés dans les essais d’inoculation

9.4.1. Mesure de la biomasse végétale et des teneurs en chlorophylle/caroténoides

Les plants de Sulla ont été récoltés apres 100 jours de croissance. Les tiges ont été coupées a la
surface du sol et les racines ont été soigneusement séparées du sable ou du sol. Les racines et les
tiges ont été soigneusement lavees avec de I'eau distillée, puis séchées. La longueur et la biomasse
des parties des plantes ont été mesurées.

Les teneurs en chlorophylle et en caroténoides des feuilles fraiches ont été estimées selon la
méthode de Mackinney (1941). Un gramme de feuilles fraichement coupées a été broyé a l'aide
d'un mortier et d'un pilon apres avoir versé 2 ml d'acétone a 80 %. Le mélange a été centrifugé a
5000 rpm pendant 5 min. Le surnageant a été recueilli et son absorbance a été lue par un
spectrophotomeétre a 645 et 663 nm pour la chlorophylle et a 480 et 510 nm pour les caroténoides

contre le blanc (80 % d'acétone).

Les teneurs en chlorophylle et en caroténoides présents dans les extraits de feuilles ont été

calculées selon I'équation donnée par Arnon (1949) :

Chlorophylle totale (mg g™* masse fraiche foliaire) = (20,2 (ODg4s) + 8,02 (ODgs3)) x V/1000 x W
(1)

Caroténoide (mg g* masse fraiche de feuilles) = 7,6 (DOuaso) — 1,49 (DOs10) X V/d x 1000 x W
(2) ou ODess, ODeg3, ODsgo et ODsio = Densités optiques a 480, 663, 480, et 510 nm,

respectivement, V = Volume d'un extrait, W = Masse des tissus foliaires, d = 1,4 cm.
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9.4.2. Dosages d'enzymes antioxydantes

Trois activités d'enzymes antioxydantes différentes (catalase (CAT), ascorbate peroxydase (APX)
et peroxydase (POD)) ont été mesurées. Le tissu frais (0,3 g) a été broyé dans des conditions
réfrigérées avec un tampon d'extraction contenant du tampon phosphate (50 mM, pH 7,8), de
I'EDTA (0,1 mM) et 1 % (p/v) de PVP. L'homogénat résultant a été centrifuge a 12 000 g pendant
10 min a 4 °C et le surnageant a été collecté pour des mesures d'activités enzymatiques. Les
activités CAT, APX et POD ont été mesurées selon Aebi (1984) et Nakano et Asada (1981) ; Chen
et Asada (1989) ; Chance et Maehly (1955), respectivement.

L'activité CAT a été déterminée par spectrophotométrie en suivant la baisse de H.O2 a 240 nm en
fonction du temps dans un mélange réactionnel contenant I'extrait enzymatique, du tampon
phosphate 50 mM (pH = 7) et du H202 15 mM. La détermination de l'activité de cette enzyme est
calculée a partir du coefficient d'extinction & = 0,036 mM™ cm™ et exprimé en mM de H.0;

décomposé par minute et par g de protéine.

L'activite APX a été mesurée en suivant la diminution de I'absorbance a 290 nm en fonction du
temps provoquée par I'oxydation de l'ascorbate en présence de H2O,. Le mélange réactionnel
contenait I'extrait enzymatique, du tampon phosphate 50 mM (pH 7), de I'ascorbate 0,5 mM et du
H202 0,2 mM. L'activité de cette enzyme a été calculée en utilisant le coefficient d'extinction ¢ =

2,8 mM?tcm?,

Les variations d'absorbance a 470 nm et 25 °C ont été utilisées pour calculer l'activité POD. La
réaction a été effectuée dans une solution de 3 mL. Une quantité de 10 pL d'extrait enzymatique a
été ajoutée a 2,99 mL de tampon phosphate de sodium (50 mM, pH 6,0) contenant les substrats
(18,2 mM de gaiacol et 4,4 mM de H20,). L'activité POD a été définie comme la quantité d'enzyme
qui a provoqué une augmentation de 0,001 par minute de I'absorbance a 470 nm.

10. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel statistique XL STAT. Une analyse de la
variance (ANOVA) a été faite, suivie d'une comparaison de plusieurs niveaux de traitement, en
utilisant la différence significative de Duncan a P < 0.05. L'analyse en composantes principales

(ACP) a été réalisée a l'aide du logiciel R en utilisant les packages ade4.
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Résultats




1. Contamination des sols par les éléments traces métalliques

Le Maroc oriental est connu pour ses sites miniers qui ont été exploités pendant plusieurs
décennies. Leur exploitation a entrainé I'accumulation de tonnes de déchets, dont la plupart sont
abandonnés a l'air libre. Les analyses des ETMs par spectrophotométrie d'absorption atomique
confirment que les trois sites sont fortement pollués par les cing ETMs analysés (As, Cu, Zn, Cd,
et Pb) et qu’ils dépassent largement les valeurs normales (Bowen, 1979) et les valeurs seuils fixées
par les organismes internationaux (Union européenne, 2002 ; OMS/FAQ, 2007) (Tableau 3). Ces
résultats indiquent aussi que les sols analysés présentent différents niveaux de contamination par

les ETMs, qui dépendent du métal mesuré et de site.

Les sols des trois sites sont alcalins et présentent de faibles niveaux de carbone (C), d'azote (N) et
de phosphore (P), par conséquent leurs indices de qualité et de fertilité sont faibles (Tableau 3). La
capacité d'échange cationique (CEC) des sols était également faible, et ils peuvent donc développer

des carences en magnésium, potassium et autres (Tableau 3).

Une analyse approfondie des résultats a I'aide de I'analyse en composantes principales (PCA) a
montré que tous les éléments analysés sont bien corrélés entre eux, a I'exception du carbone total
et de Zn. La PCA a révélé que les échantillons de sol du site de Touissit, qui est une ancienne
exploitation miniére polymétallique, et Oued EIl Heimer sont regroupés dans le c6té positif de
DIM1 plus proche de toutes les variables sauf le carbone et le Zinc. Ces sites présentent les niveaux
les plus élevés de teneur en ETMs (Figure 19). Les échantillons de sol du site de Sidi Boubker, qui
contenaient les plus faibles concentrations des ETMSs, sont regroupés dans le c6té négatif des deux
DIM. L'analyse PCA a permis de caractériser et de classer les sites en termes de pollution par les

ETMs toxiques.
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Tableau 3 : Composition chimique des échantillons de sol des sites étudiés

Sites Touissit Sidi Boubker Oued El
Heimer
Pb mg Kg ! 19125.87 9281.51 21992.32
(SD) (3247.55) (32.21) (6683.34)
Znmg Kg*! 3112.21 8384.23 14955.73
(SD) (117.18) (241.5) (1518.89)
Cumg Kg* 580.63 99.82 1678.34
(SD) (277.44) (31.69) (19.78)
Crmg Kg! 19 2.53 39.94
(SD) (5.38) (0.2) (19.78)
As mg Kg ! 59.74 33.16 617.87
(SD) (12.89) (1.93) (49.95)
N total (%) 0.06 0.01 0.006
(SD) (0.01) (0.01) (0.003)
C total (%) 6.04 12.05 0.33
(SD) (0.98) (0.03) (0.27)
P (mg Kg?) 10.66 3.33 10
(SD) (9.29) (2.3) (2)
Ca meq% 21.05 3.09 12.73
(SD) (4.05) (0.29) (10.77)
Mg meq% 2.96 1.46 0.73
(SD) (1.08) (0.37) (0.26)
Na meq% 0.14 0.02 0.14
(SD) (0.2) (0.02) (0.09)
K meg% 0.29 0.02 0.11
(SD) (0.01) (0.01) (0.03)
CEC meq% 8.17 0.06 0.82
(SD) (4.79) (0.04) (0.22)
pH 8.36 8.1 8.85
(SD) (0.31) (0.29) (0.23)

Valeurs normales (VN) (mg kg 1) : Pb (35), Zn (90), Cu (30), Cr (70), As (0,35) (Bowen, 1979).

Valeurs seuils (VT) ((ng/g) : Pb (300), Zn (300), Cu (140), Cr (70), As (20) (Union européenne,
2002 ; OMS/FAO, 2007).

*SD : Ecart-type.
*MEQ% : milli-équivalents pour 100 g de sol.
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Figure 19 : Analyse en composantes principales (PCA) de la composition chimique des
échantillons du sol (Touissit, Sidi Boubker, Oued EI Heimer).

2. lsolement des bactéries a partir des sols nus et rhizosphériques

L'isolement des bactéries a partir de neuf échantillons de sol a conduit a une premiére collection

de 700 isolats qui se répartissent de maniére presque égale entre les trois sites étudiés (Touissit,

Sidi Boubker, Oued EI Heimer), avec 210 a 240 isolats par site (Figure 1). Le nombre de bactéries

cultivables isolées des sols rhizosphériques était plus élevé que celui obtenu a partir des sols nus,

quelle que soit la plante (Acacia cyanophylla, Sulla spinosissima ou Stipa tenuissima) (Figure 20,

21).

250 1

200

150 -

100 -

TOUISSIT

SIDI BOUBKER
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M sols nus

B Sols rhizosphériques

Figure 20 : Nombre total d'isolats obtenus dans les trois sites étudiés.
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Au niveau du site Oued EI Heimer, la rhizosphere de Sulla spinosissima (OH2) présente 50% de
souches isolées suivie par la rhizosphére de Stipa tenuissima (37 %), alors que le sol nu ne présente
que 13%.

Dans le site Sidi Boubker, le plus grand nombre d’isolats a été isolé a partir de la rhizosphére de
Stipa tenuissima (B2) avec un pourcentage égale a 42%, suivie de celle de Sulla spinosissima

(39%), alors que le sol nu ne représente que 19%.

Concernant le site Touissit, on remarque que le plus grand pourcentage est noté chez Acacia
cyanophylla (T2) qui représente 43%, suivi du sol nu avec un pourcentage égal a 31%. Alors que

la rhizosphere de Sulla spinosissima ne présente que présente 26%.

OUED EL HEIMER SIDI BOUBKER

= OH2 mB3
m OH3 m B2

OH36 B1
TOUISSIT

mT5
mT2
TN

Figure 21 : Pourcentage des souches isolées de chaque échantillon de sol des trois sites : Oued El
Heimer (OH), Sidi Boubker (B), Toussit (T) avec T5, B3 et OH2 correspondant aux échantillons
de sol rhizosphérique de Sulla spinosissima, T2 (Acacia cyanophylla), B2 et OH3 (Stipa
tenuissima), tandis que TN, B1 et OH36 sont des échantillons de sol nu.
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3. Criblage des meilleurs isolats bactériens (tests qualitatifs)
Globalement, les résultats obtenus ont montre que les sols nus et rhizosphériques contenaient des
isolats dotés d’activités biologiques suseptibles de promouvoir la croissance des plantes (activités
PGP) et de tolérer les ETMs testés. Le nombre d'isolats actifs et tolérants differe selon le type de

plante, de sol et de site étudié (Figure 22).

3.1. Caractéristiques PGP

Les tests sur milieu Pikovskaya ont montré que 11.11% des bactéries isolées de la rhizosphére de
Sulla (T5) poussant dans le site Touissit étaient capables de solubiliser le phosphate inorganique
alors pour les autres activités ils ne représentent que de faibles pourcentages. A l'opposé, la
rhizosphére d’Acacia (T2) a montré un nombre plus faible de souches ayant les activités PGP et
aucun des isolats n'était capable de solubiliser le phosphate inorganique ou de produire des
sidérophores. Ce n'était pas le cas des bactéries isolées du sol nu (TN), ou 8 a 10% des isolats
étaient capables de produire de I'AlA ou des sidérophores, ou de solubiliser le phosphate naturel.

Le sol nu du site Sidi Boubker (B1) contenait des pourcentages plus faibles de souches présentant
des traits PGP par rapport a ceux enregistrés dans le sol nu de Touissit. Cependant, dans les sols
rhizosphériques, les pourcentages des isolats producteurs d'AlA et d'ACC déaminase et de
solubilisateurs de phosphate associés a Stipa tenuissima (B2) étaient plus élevés que ceux obtenus

dans la rhizosphére de Sulla (B3).

Concernant le site d’Oued El Heimer, environ 16% des souches bactériennes isolées de la
rhizosphére de Sulla (OH2) avaient la capacité de produire de I'AIA, mais aucune ne pouvait
solubiliser le phosphate inorganique. Par contre, la rhizosphere de Stipa tenuissima (OH3)
contenait une petite fraction de bactéries solubilisant le phosphate, cette population
rhizobactérienne contenait également un pourcentage relativement plus élevé de souches capables
de produire de I'AIA et des sidérophores (18% et 11.41% respectivement) et un tres faible
pourcentage de souches présentant une activité ACC déaminase. A l'opposé des sols
rhizosphériques, le sol nu (OH36) contenait un tres faible pourcentage de bactéries présentant les

activités PGP étudiées.

En géneéral, les résultats obtenus montrent que le nombre total de bactéries produisant des
sidérophores et de I'AIA est plus élevé dans la rhizosphére que dans les sols nus. Il est également
remarquable que la rhizosphere de Stipa tenuissima a montré le plus grand nombre de bactéries

possédant les activités PGP.
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3.2.Tolérance aux éléments traces métalliques

En plus de leur capacité a favoriser la croissance des plantes, la tolérance aux ETMs est également
une caractéristigue importante pour réduire davantage la toxicité des ETMs qui affecte
négativement les plantes associées. Pour cette raison, nous avons déterminé le nombre de bactéries

tolérantes au Pb et au Zn dans les différents échantillons de sol.

De maniére surprenante, nous n‘avons pas obtenu d'isolats tolérants au Zn dans le sol nu d’Oued
El Heimer (OH36), alors que seule une petite proportion d'isolats tolérants au Pb a été trouvée.
Ceci contraste avec les quantités élevées des e€léments traces métalliques mesurées dans ce sol
(Tableau 3). Cependant, les isolats tolérants aux ETMs ont été trouves dans des proportions plus
élevées dans les échantillons de sol rhizosphériqgue de Sulla spinosissima (OH2) et Stipa
tenuissima (OH3), respectivement 12.5% et 11.41% pour la tolérance au Pb, et 2.71% et 1.63%

pour la tolérance au Zn.

Les pourcentages d'isolats tolérants les ETMs obtenus dans les sols de Touissit étaient
généralement plus faibles que ceux isolés dans les sols d’Oued El Heimer. La majorité des
bactéries isolées de la rhizosphere de Sulla (T3) et du sol nu (TN) étaient faiblement tolérantes au
Pb et au Zn. L'exception était les bactéries isolées de la rhizosphere d’Acacia (T2) avec 29%

d'isolats tolérants au Pb.

Dans le troisieme site, Sidi Boubker, les souches tolérantes au Zn étaient une minorité dans le sol
nu (B1) et la rhizosphére de Sulla et Stipa. A I'opposé, un pourcentage élevé de souches tolérantes
au plomb a été trouvé dans les sols rhizosphériques (16% pour Sulla et 11% pour Stipa), alors que
dans le sol nu, seul un faible pourcentage de bactéries tolérantes au Pb a été trouvé.
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Figure 22 : Pourcentage de souches présentant des activités biologiques (production d'auxine et de
sidérophore, solubilisation du phosphate, activite ACC déaminase) et une tolérance au Pb et au
Zn.

A : Oued EI Heimer (OH), B : Sidi Boubker (B), C : Touissit (T), avec T5, B3 et OH2
correspondant aux échantillons de sol rhizosphérique de Sulla spinosissima, T2 ceux d’Acacia
cyanophylla, B2 et OH3 ceux de Stipa tenuissima, tandis que TN, B1 et OH36 sont des échantillons

de sol nu.

4. Ildentification moléculaire des meilleurs isolats bactériens

Aprés analyse des résultats des tests qualitatifs des activités PGP et le test de tolérance aux ETMs,
les meilleures bactéries ont été identifiées par séquencage de I'ADNr 16S. Les différentes especes
bactériennes identifiées dans les trois sols sont présentées dans les arbres phylogénétiques (Figure
23).

63



LMR290

- LMR300

521 LMR292

NR 112723.1 Bacillus atrophaeus

29
NR 024689 1 Bacillus atrophaeus

LMR287
g4 55{ . . .
NR 1049191 Bacillus tequilensis
LMR304
MNR 1184391 Bacillus aerius
7 | ES]
LMR310
100
NR 148786.1 Bacillus zhangzhouensis
LMR288
100 4|1nn
MR 025122 1 Bacillus endophyticus
LMR286
100
NR 1526921 Bacillus wiedmannii
= LMR293

00| MR 117474.1 Brevibacterium frigoritolerans

NR 114919.1 Bacillus simplex

LMR307
100

NR 115708.1 Rhodococcus gingshengii

LMR289

NR 025467 1 Curtobacterium flaccumfaciens

100
LMR311

NR 042983.1 Microbacterium natoriense

LMR296

NR 027199.1 Paenarthrobacter nitroguajacolicus
MNR 041546.1- Arthrobacter humicola

LMR302

LMR305

NR 108849.1- Pseudarthrobacter siccitolerans
NR 026236.1 Pseudarthrobacter oxydans
LMR303

LMR291

LMR306
99

NR 114142.1 Herbaspirillum seropedicae
86

LMR308
o 100
NR 113606.1 Alcaligenes faecalis

LMR295

100
MR 157781.1 Massilia agri

LMR283
91’_‘

100 MR 116299 1 Pseudomonas brassicacearum

LMR294

LMR309
1

oo
NR 026045.1 Pantoea ananatis

71
LMR282

MR 121739.1 Stenotrophomonas rhizophila

MNR 148818.1 Stenotrophomonas tumulicola
LMR299
NR 116366.1 Stenotrophomonas chelatiphaga

LMR285

0.050

Firmicutes

Actinobacteria

Proteobacteria




LMR250

LMR264
oz LMR270
MNR 026236.1 Pseudarthrobacter oxydans
LMR278

NR 041546.1 Arthrobacter humicola

MR 108849.1 Pseudarthrobacter siccitolerans
LMR249

LMR277

77

LMR271

NR 0435461 Arthrobacter subterraneus
EE

LMR263

LMR273
72 .
100 - NR 0448711 Kocuria-rosea

25 | LMR280

Actinobacteria

NR 104776.1 Nocardia coeliaca

00 | LMR248

34 | NR 115708.1 Rhodococcus gingshengii

LMR268
100 4|
100 NR 108908.1 Agromyces indicus

22 | NR 026275.1 Agrococcus jenensis

NR 041542 1 Agrococcus citreus

w00 || LMR255

LMR256

LMR257
471 LMR262 —
199 | NR 117185.1 Paenibacillus lautus
LMR269
MR 152692 1 Bacillus wiedmannii

100
MR 121761.1 Bacillus toyonensis

100 LMR247

100  LMR261

It

52 MR 044546 1 Bacillus nealsonii

99 LMR281

Firmicutes

|

100 ' MR 1648821 Bacillus zanthoxyli

s5 | LMR279

. MR 118290.1 Bacillus mojavensis
50

MR 024696 1 Bacillus vallismortis

LAY

LMR252

LMR253

#| |LMR280

LMR259

— LMR272
28

LMR258

NR 1184391 Bacillus aerius

MR 148786.1 Bacillus zhangzhouensis

100 [ LMR254

MNR 0260141 Massilia timonae

L
LMR266 .
w0 r Proteobacteria

100 NR 148818.1 Stenotrophomonas tumulicola
70 || LMR28T
66

MR 116366.1 Stenotrophomonas chelatiphaga

0.020



- LMR345

NR 112723.1- Bacillus atrophaeus
NR 024689 1- Bacillus atrophaeus
NR 116190 1- Bacillus atrophaeus
** LMR330
LMR314
NR 024896.1- Bacillus vallismortis
0 LMR350 __
LMR322 Firmicutes
LMR324
* | LMR315
- NR 112725 1- Bacillus mojavensis
LMR344
58 LMR346
NR 104919.1- Bacillus tequilensis
" LMR323
L] NR 121761.1- Bacillus toyonensis

o LMR317

o0 MR 115064.1- Brevibacterium frigoritolerans

5% | NR 037024.1- Rhodocaccus erythropolis

LMR340
LMR339
LMR341
*  LMR343
7 MR 025467 1- Curtobacterium flaccumfaciens
LMR351

100

’-{NR 115708.1- Rhodococcus gingshengii -

100

Fi

NR 042480.1-Microbacterium hominis Actinobacteria

168

LMR338
LMR321
LMR316
00 (MR313
65" NR 027199.1- Paenarthrobacter nitroguajacolicus
0 | MR312
' NR 116904.1- Pseudomonas benzenivorans
| LMR:342
100 'NR 04234%01 - Enterobacter ludwigii
LMR332

83

77

192 T1 NR 134828 1- Variovorax guangxiensis
e LMR331

g5 MR 113736.1- Variovorax paradoxus Proteobacteria

93
2 LMR325

31 LMR329
MR 148818.1- Stenotrophomonas tumulicola
NR 121739.1- Stenotrophomonas rhizophila

LMR333
a5 | LMR328
ool LMR347 -
LMR327
—
p.oz0

66



71 LMR284

0 NR 026236.1 Pseudarthrobacter oxydans
MR 041546.1 Arthrobacter humicola

| LMR297

10

100 I NR 1127251 Bacillus mojavensis
100 [ LMR298

L NR 104928.1 Pantoea stewartii subsp. indologenes
100 r LMR301

100 L NR 148818.1 Stenotrophomonas tumulicola

0.050

22 | LMR251

85

' MR 042349 1 Enterobacter ludwigii
| LMR276

o) 'R 1176771 Acinetobacter baurnannii
| LMR265

100 L NR 1217391 Stenotrophomonas rhizophila

22 LMR274

MR 118439 1 Bacillus aerius

100 LMRZ75

g3 MR 114919 1 Bacillus simplex

0.0z0

78  LMR335
7N LMR336
99 MR 118439 1-Bacillus aernus
LMR319
100 ., LMR318

MR 148786_1-Bacillus zhangzhouensis
100 , LMR337

MNR 164882 1-Bacillus zanthoxyli
55 LMR334

MR 152692 1-Bacillus wiedmanni
22 | LMR326
100 — LMR352

L— NR 114825 1-Streptomyces chartreusis
100 — LMR348

L MR 117960 1-Georgenia dasguensis

99 LMR320
87 NR 043546 1-Arthrobacter subterraneus
as MNR 041546 1-Arthrobacter humicola
o2 |y LMR349

sz ' NR 026236 1-Pseudarthrobacter oxydans

0.020

Figure 23 : Arbres phylogénétiques des séquences partielles d'’ADNr 16S d'isolats représentatifs
affiliés aux Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Actinobacteria et

Firmicutes. A : souches d’Oued El Heimer, B : souches de Sidi Boubker, C : souches de Touissit.



Les résultats obtenus ont montré que les séquences appartenaient au moins a 48 espéces différentes
connues et 23 genres qui sont associés aux trois phyla : Firmicutes, Actinobacteria et
Proteobacteria (Figure 23).

Si on considére I'ensemble des sols des trois sites miniers analysés, les Firmicutes constituent le
phylum le plus abondant avec 48% d'isolats (Figure 24), suivis des Actinobacteria et des
Proteobacteria (respectivement 28% et 25% d'isolats). Les souches identifiées dans le phylum des
protéobactéries appartiennent aux gammaproteobacteria et betaproteobacteria, ce dernier est le

groupe minoritaire dans tous les sols étudiés.

L'abondance relative de chaque genre dans les sols nus et les sols rhizosphériques de chaque site
est présentée dans la figure 25. A ce niveau, le genre Bacillus était dominant avec 50% de la
population bactérienne cultivable des sols rhizosphériques et nus de Touissit. Dans le site de Sidi
Boubker, le méme genre a dominé dans la rhizosphere de Stipa tenuissima (B2) avec pres de seize
souches, suivi par d'autres genres a des niveaux inférieurs. Cependant, dans la rhizosphére de Sulla
(B3), un deuxiéme genre Arthrobacter etait également abondant en plus de Bacillus
(respectivement 7 et 9 souches), alors que dans le sol nu (B1), Bacillus était clairement dominant.

Dans le troisieme site minier prospecté, I'identification moléculaire des bactéries a révélé que les
isolats associés a Sulla-Stipa étaient comme pour les sols précédents dominés par le genre Bacillus,
d'autres genres minoritaires étaient représentés par 1 ou 2 souches chacun. A 1’opposé, le sol nu
du méme site (OH36) était caractérisé par une faible diversité de bactéries isolées. Le genre
Bacillus était représenté par deux souches, tandis qu'une seule souche a été identifiée pour chacun

des trois genres Arthrobacter, Stenotrophomonas et Pantoea.

Globalement, l'identification moléculaire de la collection bactérienne des trois sites miniers a
montré que ces sols contiennent des populations diversifiées de bactéries qui sont dominées par le
genre Bacillus. Ce genre a été retrouvé dans chacun des neuf échantillons de sol prospectés. De
Iégeres différences existent entre les populations des sols rhizosphériques par rapport a celles des
sols nus. Certains genres bactériens semblent étre ubiquistes puisqu'ils ont été trouvés dans les
trois sites, sols nus ou rhizosphériques et quelle que soit la plante hote (Sulla, Acacia ou Stipa).
C'est le cas des genres Bacillus, Arthrobacter, Stenotrophomonas et Rhodococcus. D'autres genres
semblent étre spécifiques a certains environnements comme Variovorax qui n'a été trouvé que dans
la rhizosphére d'Acacia, tandis que Pseudomonas et Agrococcus ont été isolés exclusivement de

la rhizosphere de Stipa tenuissima.
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Figure 24 : Structure des communautés bactériennes au niveau embranchement dans les différents
sites étudiés (T : Touissit, B : Sidi Boubker, OH : Oued EI Heimer).
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Figure 25 : Structure des communautés bactériennes au niveau genre dans les différents sites
étudiés (A : Oued El Heimer (OH), B : Sidi Boubker (B), C : Touissit (T)).
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5. Caractérisation physiologique des souches sélectionnées

5.1. Détermination des CMI de chaque souche
Apreés les tests qualitatifs, les meilleures souches ont été évaluées de maniére plus approfondie
quant a leur tolérance au Pb, Zn et As, en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI)
de chaque métal lourd étudié. Les résultats obtenus ont montré que 48 souches sont capables de
tolérer le plomb, 16 souches pour le zinc et 6 souches pour 1’arsenic (Annexe 1). On remarque que
les souches Rhodococcus erythropolis (LMR341), Rhodococcus gingshengii (LMR340),
Rhodococcus erythropolis (LMR339), Stenotrophomonas rhizophila (LMR333), Variovorax
paradoxus (LMR331), Pseudarthrobacter siccitolerans (LMR277) sont capables de tolérer les

trois ETMs étudiés avec des valeurs supérieures a 20 mM (Tableau 4).
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Tableau 4 : La concentration minimal inhibitrice des éléments traces métalliques (Pb, Zn, As)

CODE LMR  Bactéries Sites  Sols d’origine CMIPb CMI CMI
Zn As

LMR248 Rhodococcus B Rhizospheére de Sulla spinosissima 25 35 15
gingshengii

LMR251 Enterobacter ludwigii B Sol nu 20 0 0

LMR252 Bacillus vallismortis B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 0

LMR254 Massilia timonae B Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 15 0

LMR256 Agrococcus jenensis B Rhizospheére de Stipa tenuissima 20 0 0

LMR259 Bacillus aerius B Rhizosphére de Stipa tenuissima 20 10 0

LMR262 Paenibacillus lautus B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 25

LMR263 Paenarthrobacter B Rhizosphére de Sulla spinosissima 25 15 20
nitroguajacolicus

LMR264 Arthrobacter B Rhizosphére de Sulla spinosissima 25 25 0
humicola

LMR265 Stenotrophomonas B Sol nu 25 35 10
rhizophila

LMR266 Stenotrophomonas B Rhizosphére de Sulla spinosissima 10 20 10
tumulicola

LMR268 Agromyces indicus B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 0

LMR269 Paenibacillus lautus B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 7,5

LMR270 Pseudarthrobacter B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 30 0
oxydans

LMR272 Bacillus B Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 0 5
zhangzhouensis

LMR273 Kocuria rosea B Rhizospheére de Stipa tenuissima 20 0 0

LMR277 Pseudarthrobacter B Rhizosphére de Sulla spinosissima 25 20 25
siccitolerans

LMR278 Arthrobacter B Rhizospheére de Sulla spinosissima 25 0 0
humicola

LMR280 Rhodococcus B Rhizosphére de Sulla spinosissima 20 20 15
erythropolis

LMR282 Stenotrophomonas OH Rhizosphere de Sulla spinosissima 20 10 7,5
rhizophila

LMR287 Bacillus tequilensis OH Rhizosphere de Stipa tenuissima 25 35 7,5

LMR289 Curtobacterium OH Rhizospheére de Sulla spinosissima 25 0 0
flaccumfaciens

LMR290 Bacillus atrophaeus OH Rhizosphere de Sulla spinosissima 25 0 0

LMR292 Bacillus atrophaeus OH Rhizospheére de Sulla spinosissima 25 0 15

LMR294 Pseudomonas OH Rhizosphere de Sulla spinosissima 20 10 7,5
brassicacearum

LMR296 Paenarthrobacter OH Rhizosphere de Sulla spinosissima 20 10 0
nitroguajacolicus

LMR297 Bacillus mojavensis OH Sol nu 20 0 0

LMR298 Pantoea stewartii OH Sol nu 20 0 7,5

LMR299 Stenotrophomonas OH Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 10 7,5
chelatiphaga

LMR300 Bacillus atrophaeus OH Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 0 7,5

LMR301 Stenotrophomonas OH Sol nu 25 10 7,5
tumulicola

LMR302 Arthrobacter OH Rhizosphere de Stipa tenuissima 25 0 7,5
humicola
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LMR303

LMR304
LMR305

LMR309
LMR311

LMR312

LMR313

LMR314
LMR315
LMR316

LMR317

LMR319

LMR320

LMR321

LMR322
LMR323
LMR324
LMR325

LMR326
LMR327

LMR328

LMR329

LMR330
LMR331
LMR332

LMR333

LMR334
LMR335
LMR336
LMR338

LMR339

LMR340

LMR341

LMR342
LMR344
LMR346
LMR350

Pseudarthrobacter
siccitolerans
Bacillus aerius

Pseudarthrobacter
oxydans
Pantoea ananatis

Microbacterium
natoriense
Pseudomonas
benzenivorans
Paenarthrobacter
nitroguajacolicus
Bacillus vallismortis

Bacillus mojavensis

Paenarthrobacter
nitroguajacolicus
[Brevibacterium]
frigoritolerans
Bacillus
zhangzhouensis
Arthrobacter
subterraneus
Paenarthrobacter
nitroguajacolicus
Bacillus vallismortis

Bacillus toyonensis
Bacillus atrophaeus

Stenotrophomonas
tumulicola
Bacillus wiedmannii

Stenotrophomonas
rhizophila
Stenotrophomonas
rhizophila
Stenotrophomonas
tumulicola

Bacillus atrophaeus

Variovorax paradoxus

Variovorax
guangxiensis
Stenotrophomonas
rhizophila

Bacillus wiedmannii
Bacillus aerius
Bacillus aerius

Paenarthrobacter
nitroguajacolicus
Rhodococcus
erythropolis
Rhodococcus
gingshengii
Rhodococcus
erythropolis
Enterobacter ludwigii

Bacillus tequilensis
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Bacillus vallismortis
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5.2. Quantification des activites phytobénéfiques des souches intéressantes

5.2.1. Solubilisation du phosphate

La capacité des meilleures souches criblées précédemment a solubliser la roche phosphatée a été
quantifiée. Les résultats obtenus ont montré que 25 souches sont capables de solubiliser le
phosphate, ce qui représente 23% des souches testées. Il est intéressant de noter que les bactéries

isolées de la rhizosphére de Sulla spinosissima représentent le plus grand nombre (Annexe 2).

Les souches les plus efficaces pour la solubilisation du phosphate naturel étaient la souche
LMR291 de Pseudarthrobacter oxydans, la souche LMR312 de Pseudomonas benzenivorans et la
souche LMR282 de Stenotrophomonas rhizophila, avec respectivement 67.6 mg L, 50.7 mg L*
et 48.5 mg L de P soluble produit dans le milieu PVK. Les souches les plus faibles appartiennent
au genre Pseudomonas (LMR283), Stenotrophomonas (LMR327 et LMR328) (Tableau 5).

5.2.2. Production d'auxine

La majorité des isolats (environ 60) sont capables de produire I'AlIA, dont la dominance est notée
chez les bactéries isolées de la rhizosphére de Sulla spinosissima (Tableau annexe 2). Parmi elles,
15 peuvent étre trés performantes avec des valeurs supérieures a 50 pg mL* d’auxine produite. 1l
est intéressant de noter que les différents genres identifiés dans cette étude ont la capacité de
produire de l'acide indol-acétigue comme Paenarthrobacter, Pseudarthrobacter, Kocuria,
Pantoea, Alcaligenes, Pseudomonas, et Curtobacterium. Le meilleur producteur d'auxine in vitro
était I’isolat LMR283 de Pseudomonas brassicacearum (144.9 pug mL™Y), suivi de LMR308
d’Alcaligenes faecalis (140.8 ug mL™) (Tableau 5), alors que le plus faible producteur était
LMR326 Bacillus wiedmannii avec 2.8 pug mL* (Annexe 2).

5.2.3. Production de sidérophores
D’aprés les résultats obtenus, la rhizosphére de Sulla spinosissima contient un grand nombre de
souches capables de produire les siderophores par rapport aux autres rhizosphéres (Annexe 2).
Parmi les souches testées, cing avaient une production importante de sidérophores :
Pseudarthrobacter oxydans (LMR250), Bacillus aerius (LMR258), Rhodococcus erythropolis
(LMR280), Nocardia coeliaca (LMR307) et Bacillus zhangzhouensis (LMR310) avec un rapport
de 0.025, 0.029, 0.076, 0.078 et 0.045, respectivement (Tableau 5).
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Tableau 5 : Quantification des activités phytobénéfiques chez les souches intéressantes

CODE LMR  Bactéries Sites  Sols d’origine P soluble AlA Sidérophores
(mgL?)  (ugmL*)
LMR249 Pseudarthrobacter B Rhizosphere de 2.31+0.1 66.66+1.6 0.402+0.1
siccitolerans Stipa tenuissima
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans B Rhizospheére de 0 127+0.1 0.025+0.03
Stipa tenuissima
LMR251 Enterobacter ludwigii B Sol nu - 12.86+1.2 0.0208+0.4
LMR257 Agrococcus citreus B Rhizosphere de - 27.38+1.4 -
Stipa tenuissima
LMR258 Bacillus aerius B Rhizosphere de - 17.62+0.2 0.029+0.05
Stipa tenuissima
LMR262 Paenibacillus lautus B Rhizospheére de 12.7£0.8 1.79+0.03 -
Stipa tenuissima
LMR264 Arthrobacter humicola B Rhizosphere de 11.82+0.75 - -
Sulla
spinosissima
LMR266 Stenotrophomonas tumulicola B Rhizosphere de 0 19.5+1 0.132+0.08
Sulla
spinosissima
LMR273 Kocuria rosea B Rhizosphére de - 70.71£1.2 -
Stipa tenuissima
LMR279 Bacillus mojavensis B Rhizospheére de 7.29+0.65 - -
Stipa tenuissima
LMR280 Rhodococcus erythropolis B Rhizospheére de - - 0.076+0.04
Sulla
spinosissima
LMR281 Bacillus zanthoxyli B Rhizosphére de 10.16x1.5 - -
Sulla
spinosissima
LMR282 Stenotrophomonas rhizophila OH  Rhizosphére de 48.6+0.87  4.41+0.31 0.541+0.13
Sulla
spinosissima
LMR283 Pseudomonas brassicacearum OH  Rhizosphere de 2.4+0.3 144.98+0.9 0.243+0.1
Sulla
spinosissima
LMR287 Bacillus tequilensis OH  Rhizosphére de - 21.67+1.46 -
Stipa tenuissima
LMR289 Curtobacterium OH  Rhizosphere de - 107.96+3.52 -
flaccumfaciens Sulla
spinosissima
LMR291 Pseudarthrobacter oxydans OH  Rhizosphére de 67.65+0.1  134.15+0.6 0
Sulla
spinosissima
LMR292 Bacillus atrophaeus OH  Rhizospheére de - 4.294+0.22 0.178+0.04
Sulla
spinosissima
LMR294 Pseudomonas brassicacearum OH  Rhizosphére de - 76.54+1.9 -
Sulla
spinosissima
LMR297 Bacillus mojavensis OH  Solnu - 25.59+1.5 -
LMR298 Pantoea stewartii OH  Solnu - 55.59+2.2 -
LMR303 Pseudarthrobacter OH  Rhizosphere de 23.01+£1.7 - -
siccitolerans Sulla
spinosissima
LMR305 Pseudarthrobacter oxydans OH  Rhizosphere - 104.03+2.8 -
deSulla
spinosissima
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LMR307 Nocardia coeliaca OH  Rhizosphére de - - 0.078+0.033
Stipa tenuissima

LMR309 Pantoea ananatis OH  Rhizosphére de 15.49+1.21  100.1+2.7 -
Sulla

spinosissima

LMR312 Pseudomonas benzenivorans T Rhizosphére de 50.75£1.5 61.78+2 -
Sulla
spinosissima

LMR321 Paenarthrobacter Rhizospheére 7.36+0.6 110.34+3.8
nitroguajacolicus od’Acacia
cyanophylla

LMR329 Stenotrophomonas tumulicola T Rhizosphére 24.7£1.2
d’Acacia
cyanophylla

LMR337 Bacillus zanthoxyli 36.07+2.7

LMR341 Rhodococcus erythropolis T Rhizospheére de 16.9+1.5 104.98+3.8
Sulla
spinosissima

LMR343 Curtobacterium Rhizospheére de 10.83+1.32
flaccumfaciens Sulla
spinosissima

LMR345 Bacillus tequilensis T Rhizospheére de 13.03+1.7 - -
Sulla
spinosissima

LMR347 Stenotrophomonas rhizophila T Rhizospheére de 23.7£0.6 - -
Sulla
spinosissima
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5.2.4. Activité ACC déaminase et fixation libre d’azote

En plus de la croissance des souches sur le milieu minimal contenant de I'ACC comme seule source
d’azote et de carbone, nous avons déterminé leur capacité a produire I’a- ketobutyrate, qui est
produit lors de la dégraction de I’ACC. Les souches LMR249, LMR339, LMR307, LMR326 et
LMR310 avaient les valeurs les plus élevées de I’activité (128, 122, 111, 105, 104 nmoL a-
ketobutyrate mg™ h't) suivies par les souches LMR293, LMR330 et LMR291 (93, 88, 71 nmoL o-

ketobutyrate mg™? ht) (Tableau 6).

La capacité des bactéries a fixer ’azote atmosphérique a été déterminée selon la méthode de
Dobereiner (année). Les résultats obtenus montrent que la plupart des souches testées sont capables
de fixer librement I'azote et elles appartiennent aux genres Pseudarthrobacter, Paenarthrobacter,

Pantoea, Enterobacter, Nocardia, Arthrobacter, Rhodococcus, Stenotrophomonas et Bacillus

(Tableau 6).

Tableau 6 : Activité ACC déaminase et fixation libre de I’azote chez les souches intéressantes

Code LMR Bactéries Sites  Sols d’origine Quantité de a- Fixation
ketobutyrate libre
(nmoL mgtht) d’azote
LMR249 Pseudarthrobacter B Stipa tenuissima 128+0.8 0
siccitolerans
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans B Stipa tenuissima 4+0.5 1
LMR251 Enterobacter ludwigii B Sol nu 0 1
LMR270 Pseudarthrobacter oxydans B Stipa tenuissima 11143 0
LMR291 Pseudarthrobacter oxydans OH  Sulla spinosissima 71.1+1.4 1
LMR293 Bacillus simplex OH  Sulla spinosissima 93+15 0
LMR307 Nocardia coeliaca OH  Stipa tenuissima 8+0.4 1
LMR309 Pantoea ananatis OH  Sulla spinosissima 0 1
LMR310 Bacillus zhangzhouensis OH  Sulla spinosissima 104+3.6 0
LMR316 Paenarthrobacter T Sulla spinosissima 0 1
nitroguajacolicus
LMR320 Arthrobacter subterraneus T Sol nu 0
LMR324 Bacillus atrophaeus T Acacia 40+1.98
cyanophyla
LMR326 Bacillus wiedmannii T Sol nu 105+2.8 0
LMR330 Bacillus atrophaeus T Acacia 88+4.1 0
cyanophyla
LMR331 Variovorax paradoxus T Acacia 57£1.5 0
cyanophyla
LMR333 Stenotrophomonas T Sulla spinosissima 0 1
rhizophila
LMR335 Bacillus aerius T Sol nu 0 1
LMR339 Rhodococcus erythropolis T Acacia 12244 0
cyanophyla
LMR340 Rhodococcus gingshengii T Sulla spinosissima 58+2.3 1
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LMR344 Bacillus tequilensis T Sulla spinosissima 0
LMR348 Georgenia daeguensis T Sol nu 20+1.6 0
LMR351 Microbacterium hominis T Sulla spinosissima 41415 0

5.2.5. Activités antifongiques des socuhes intéressantes

Pour étudier I'activité antagoniste des bactéries PGP les plus performantes contre le champignon
phytopathogéne Fusarium oxysporum, des techniques de confrontation directe et indirecte ont été
réalisées. Selon le tableau 7, 17 souches ont dépassé une inhibition de 50 % de la croissance
fongique en utilisant la méthode de confrontation directe. Les meilleurs résultats ont été obtenus
avec les souches LMR333 (Stenotrophomonas rhizophila), LMR302 (Arthrobacter humicola),
LMR252 (Bacillus vallismortis) et LMR294 (Pseudomonas brassicacearum), avec respectivement
90%, 87.6%, 81.5%, 81.4% d'inhibition. L'étude de l'inhibition des champignons par les substances
diffusibles a montré que la plupart des bactéries testées inhibaient I'agent pathogéne mais avec une
intensité variable. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les souches LMR271
(Pseudarthrobacter siccitolerans), LMR292 (Bacillus atrophaeus), LMR339 (Rhodococcus
erythropolis), et LMR303 (Pseudarthrobacter siccitolerans).

La troisieme méthode de confrontation par les substances volatiles a montré que 23 bactéries
avaient un effet inhibiteur sur le pathogene. Cing souches ont montré un pourcentage d'inhibition
supérieur a 80%. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les souches LMR302 (Arthrobacter
humicola), LMR303 (Pseudarthrobacter siccitolerans), LMR340 (Rhodococcus gingshengii) et
LMR271 (Pseudarthrobacter siccitolerans) (Tableau 7) (Annexe 5).

Parmi les 4 enzymes lytiques étudiées, la chitinase a été produite par la majorité des souches
testées, suivie par la protéase, cellulase et lipase. Les résultats ont également montré que deux
souches étaient capables de produire quatre enzymes (Stenotrophomonas tumulicola LMR266 et
Stenotrophomonas chelatiphaga LMR267), vingt souches étaient capables de produire trois
enzymes (18% des souches testées), tandis que 30% et 22% ont montré la production de
respectivement deux/une enzymes lytiques, et 28% des souches n'ont produit aucune enzyme
Iytique. Les souches les plus performantes appartiennent aux genres Stenotrophomonas,
Pseudarthrobacter, Paenarthrobacte, Bacillus et Rhodococcus, et la plupart d'entre elles ont été

isolées de la rhizosphére des plantes étudiées (Annexe 4).
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Tableau 7 : Activités antifongiques des souches intéressantes étudiées par 3 techngiues différentes

CODE LMR Bactéries SITES  Sols d’origine T1 (%) T2 (%) T3 (%)
LMR248 Rhodococcus B Rhizosphére de Sulla 64 +1 54.33+1.8 43.54+1.6
gingshengii spinosissima
LMR249 Pseudarthrobacter B Rhizosphére de Stipa 76.3+1.4 83.4+2.03 | 67.6+0.79
siccitolerans tenuissima
LMR250 Pseudarthrobacter B Rhizosphére de Stipa 60.5£0.55 58.9+0.89 55+1.1
oxydans tenuissima
LMR252 Bacillus vallismortis B Rhizosphére de Stipa 81.5+5.7 76+2.44 | 71.34+4.6
tenuissima
LMR255 Agrococcus jenensis B Rhizosphere de Stipa 56.3+3.66 57.4+2.89 64.6%4.6
tenuissima
LMR256 Agrococcus jenensis B Rhizosphére de Stipa 43.4+3.7 40.1+3.66 | 53.22+6.5
tenuissima
LMR257 Agrococcus citreus B Rhizosphére de Stipa 67.4+7.83 66.3+4.22 56.3+1.66
tenuissima
LMR258 Bacillus aerius B Rhizosphére de Stipa 75.4+1.22 7745.33 | 75.29+1.3
tenuissima
LMR268 Agromyces indicus B Rhizosphere de Stipa 79.1+7.8 79.4+42 | 75.29+2.3
tenuissima
LMR271 Pseudarthrobacter B Rhizosphére de Stipa 74.142.3 100 80.1+1.2
siccitolerans tenuissima
LMR274 Bacillus aerius B Sol nu - 10£1 -
LMR280 Rhodococcus B Rhizosphére de Sulla 12+1 - -
erythropolis spinosissima
LMR282 Stenotrophomonas OH Rhizosphére de Sulla - 11.7+1.4 -
rhizophila spinosissima
LMR285 Stenotrophomonas OH Rhizosphére de Stipa 41.33+2.54 | 54.89+1.4 | 60.54+2
tumulicola tenuissima
LMR292 Bacillus atrophaeus OH Rhizosphere de Sulla 12.5+2.4 100 -
spinosissima
LMR293 Bacillus simplex OH Rhizosphére de Sulla - - 80+1.8
spinosissima
LMR294 Pseudomonas OH Rhizosphére de Sulla 81.443 84.2425  37.5+25
brassicacearum spinosissima
LMR302 Arthrobacter humicola OH Rhizosphére de Stipa 87.612.3 78+1.7 100
tenuissima
LMR303 Pseudarthrobacter OH Rhizosphére de Sulla 79.41+1 94.11+0.6 @ 92.9+1.8
siccitolerans spinosissima
LMR307 Nocardia coeliaca OH Rhizosphére de Stipa 52.45+1.5 43.1+24 | 61.75£1.4
tenuissima
LMR310 Bacillus zhangzhouensis | OH Rhizosphére de Sulla - 37.543 56.2+3.2
spinosissima
LMR321 Paenarthrobacter T Rhizosphére d’Acacia 55.6+4.6 49.3+1.7 | 43.5%1.33
nitroguajacolicus cyanophylla
LMR333 Stenotrophomonas T Rhizosphére de Sulla 90+1.5 12.5#35  62.5+2.3
rhizophila spinosissima
LMR339 Rhodococcus T Rhizosphére d’Acacia 54.11+2.4 91.41+1.9 | 70.58+3.6
erythropolis cyanophylla
LMR340 Rhodococcus T Rhizosphére de Sulla - - 90.5+1.6
gingshengii spinosissima
LMR341 Rhodococcus T Rhizosphére de Sulla 68.3+3.4 82.9+2.6 | 36.2+2.7
erythropolis spinosissima
LMR349 Pseudarthrobacter T Sol nu 453+£1.5 56.3+6 54+4.3
oxydans

T1 : Méthode par confrontation directe

T2 : Méthode par substances diffusibles

T3 : Méthode par substances volatiles
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6. Essais d’inoculation des plantes de Sulla spinosissima avec des souches sélectionnées

6.1. Caractéristiques des souches utilisées
Les souches utilisees dans les essais d’inoculation des plantes sont sélectionnees (LMR249,
LMR250, LMR266, LMR283, LMR291, LMR340) en se basant sur leur tolérance aux éléments
traces métalliques et leurs activités phytobénéefiques in vitro. Elles sont multi-tolérantes aux trois
éléments traces métalliques testés (Pb, Zn, et As) mais a des degres différents (Tableau 8). Les
CMI les plus élevées ont été enregistrées chez la souche LMR340 (Rhodococcus gingshengii),
suivie de la souche LMR266 (Stenotrophomonas tumulicola), toutes les deux ayant été isolées a
partir du sol rhizosphérique de Sulla spinosissima. Au niveau des activités PGP, toutes les souches
testées étaient capables de produire de I'auxine in vitro, méme si elles appartiennent a trois genres
différents, Pseudarthrobacter, Stenotrophomonas et Pseudomonas. La valeur la plus élevée était
celle obtenue chez Pseudomonas brassicacearum LMR283 (144.98 ug mL™1), suivie des deux
souches de Pseudarthrobacter LMR291 et LMR250. Cette derniére est avéree étre la meilleure
souche productrice de sidérophores parmi les six choisies suivie de Stenotrophomonas tumulicola
LMR266 et Pseudomonas brassicacearum LMR283. Par ailleurs, la souche LMR291 était la
meilleure en termes de solubilisation de roche phosphatée avec 67.63 mg L™ de P soluble produit.
De plus, 3 souches appartenant aux genres Pseudarthrobacter et Rhodococcus possédaient aussi
la capacité de fixer librement I'azote atmosphérique. Concernant ’activit¢é d’ACC déaminase,
quatre souches sur six en étaient capables mais la souche LMR249 dépasse largement les autres

avec une valeur de 128 nmol mg™ h! d'a- ketobutyrate produit.

Par ailleurs, les six souches sélectionnées sont aussi capables de contréler le développement
d’autres microorganismes. Plus précisément, elles ont un effet antagoniste vis-a-vis du
champignon phytopathogene Fusarium oxysporum et sont capables de produire un ou plusieurs

enzymes lytiques (Tableau 8).

L’ensemble et la diversité d’activités mises en evidence font de ces souches de bos candidats pour

I’inoculation de Sulla spinossissima.

Tableau 8 : Caractéristiques des souches sélectionnées pour les essais d’inoculation des plantes

(Tolérance aux éléments traces métalliques et caracteres PGP in vitro)
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Souches LMR249 LMR250 LMR266 LMR283 LMR291 LMR340

Sidi Boubker Sidi Boubker Sidi Boubker Oued EIl Heimer Oued EI Heimer Touissit

MIC de Pb (mM)*

MIC de As (mM)* 5 5 10 5 5 35

Quantité d’a cetobutyrate 128+0.8 71.1+1.4
(nmolmg* h-t) *

Production de sidérophores*

Antagonsime par confrontation 76.3+1.4 60.5+0.5
directe

Antagonsime par substances 67.6+0.8 55+1 0 0 - 90.5+1.6

volatiles

oo |
=



CMI, concentration minimale inhibitrics; ACC, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate;
Auxin, acide indole-3-acétique; P soluble, phosphate soluble;

+, présence d’activité; - absence d’activité

*: Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions = les erreurs standard.

6.2. Effet de I’inoculation par les souches sélectionnées sur la croissance de Sulla
spinosissima en conditions normales
6.2.1. Effet sur les parametres de croissance

L'inoculation des plantes de Sulla poussant dans du sable stérilisé dans des conditions normales a
montré que la souche LMR340 (Rhodococcus gingshengii) avait un effet bénéfique sur la
croissance des plantes. Des poids secs de tiges et de racines significativement plus élevés ont été
enregistrés (respectivement 81.74 et 1263.28 mg plant™) par rapport aux plantes témoins non
inoculées (58.38 et 291 mg plant™?) et aux plantes inoculées avec les autres souches (Figure 26).
Une autre souche intéressante, Pseudarthrobacter oxydans LMR291, a eu un effet positif sur la
longueur des tiges avec une valeur élevée égale a 110 mm plant?® qui était significativement
différente de tous les autres traitements, y compris les plantes témoins (60 mm plant?). Plus
intéressant encore est le fait que méme si les plantes inoculées avec LMR291 ont été fertilisées
uniquement avec du phosphate naturel, leurs racines et la biomasse de la partie aérienne étaient
statistiquement équivalentes a celles des plantes témoins qui ont recu un engrais phosphaté soluble
(Figure 27).

On peut conclure qu'en genéral, par rapport aux plantes témoins, la plupart des inoculants
bactériens testés n'ont pas stimulé la croissance des plantes Sulla poussant sur du sable stérilisé
dans des conditions contrdlées, a I'exception de la souche LMR340 Rhodococcus gingshengii qui

a eu un impact stimulant net sur la biomasse des plantes (Figure 26).
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Figure 26 : Effet de différents inoculants bactériens sur les parametres de croissance des plantes

de Sulla cultivées dans du sable stérilisé

Toutes les valeurs sont des moyennes de 12 répétitions. Le test ANOVA a été réalisé pour déterminer
I'influence des bactéries inoculées sur la biomasse des racines et des tiges des plantes. Les moyennes des
différents traitements avec des lettres différentes sont significativement différentes les unes des autres (P <
0,05) selon le test de Duncan.
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Figure 27. Photos montrant 1’effet de I’inoculation avec des souches de PGPR tolérants aux
éléments traces métalliques sur la croissance des plantes de Sulla spinosissima poussant sous serre

sur du sable stérilisé

6.2.2. Effet sur les teneurs en chlorophylle et en caroténoides
L'inoculation des plantes de Sulla avec les souches sélectionnées, en particulier LMR340
(Rhodococcus gingshengii) et LMR291 (Pseudarthrobacter oxydans) a conduit a une élévation de
la teneur en chlorophylle (2.98 mg g* FW), mais les valeurs n'étaient pas significativement
différentes de celles des plantes témoins et de celles inoculées avec les quatres autres souches. La
teneur en caroténoides des tiges a également montré des effets positifs pour toutes les souches

utilisées comme inoculants, mais les différences n'étaient pas significatives (Figure 28).

84



Chlorophylle totale (mg g1 FW) Caroténoides (mg g1 FW)
3,500 0,080
: 3 o 2 :
3,000 2 w1 Jd i
l 2 006D E
2500 ) e ' :
0,050
2000 ab : s .
0,040 - T :
1500 - b
b 0,030
L 000
0,500 aaia
LA
0,000 0,000
(MR340 LMR2S1 LMRZ83 LMRISO T  LMRMS (MR266 (MR231 LMR340 LMR2S3 (MR2SS (MR2ES (MR2SO T

Figure 28 : Teneurs en chlorophylle totale (mg g™ FW) et en caroténoides (mg g FW) des plantes
de Sulla inoculées cultivées sur du sable stérilise.

Les résultats sont exprimés en moyennes * SE (n = 3). Un test ANOVA a été réalisée pour chaque facteur.
Les moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes les unes des autres (P < 0,05)

selon le test de Duncan.

6.2.3. Effet sur les activités des enzymes antioxydantes

L'activité peroxidase POD des racines était sensiblement plus élevée chez les plantes inoculées
avec LMR283, LMR266 et LMR250 (respectivement 23.69, 17.32 et 16.10 U mg™ de protéine)
que chez les plantes témoins (12.34 U mg™ de protéine), ou celles inoculées avec LMR249 qui ont
montré le plus faible niveau d'activité (3.59 U mg™? de protéine). Pour les feuilles, l'activité POD
était plus élevée dans les plantes inoculées avec LMR340 et LMR249 (respectivement 30.39 et
20.18 U mg de protéine) que dans les plantes témoins (14.75 U mg™ de protéine). Les plantes
inoculées avec LMR291 ont présenté une faible activité POD de 4.45 U mg'* de protéine.

L'activité d’ascorbate peroxydase APX des racines était nettement plus élevée dans les plantes
inoculées avec LMR283 et LMR266 (14.01 et 12.82 U mg™ de protéine, respectivement) que dans
les plantes témoins (7.83 U mg* de protéine). La valeur la plus faible a é&té mesurée dans les racines
des plantes inoculées avec la souche LMR249 (2.35 U mg™ de protéine). Pour les feuilles, I'activité
APX était nettement plus importante chez les plantes inoculées avec LMR340 ou LMR283
(respectivement 21.25 et 19.56 U mg™ de protéine) que chez les plantes témoins (12.53 U mg™* de
protéine). Les plantes qui ont recu LMR266 comme inoculum n'ont présenté qu'une activité
modeste (5.24 U mg* de protéine).
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Les activités catalase CAT des racines des plantes inoculées avec les souches LMR340, LMR266,
LMR250 et LMR283 étaient statistiquement équivalentes a celles des plantes témoins. Il est
important de noter que les plantes inoculées avec les souches LMR291 et LMR249 n'ont pas
montré d'activité CAT racinaire. Pour les feuilles, les plantes inoculées avec ces dernieres souches
ont montré des valeurs d'activité CAT similaires a celles des plantes témoins (0.02 -0.03 U mg™*
de protéine), alors que les feuilles des plantes inoculées avec les souches LMR266, LMR250,

LMR283 et LMR340 n'ont montré aucune activité CAT (Figure 29).
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Figure 29 : Mesures des activités des enzymes antioxydantes dans les racines et les feuilles des
plantes Sulla 100 jours aprés I'inoculation bactérienne

Toutes les valeurs sont des moyennes de 4 repétitions. Une ANOVA a été réalisée pour déterminer

I'influence des bactéries inoculées sur les enzymes antioxydantes des plantes poussant dans du sable

stérilisé. Les moyennes des différents traitements avec des lettres différentes sont significativement

différentes les unes des autres (P < 0,05) selon le test de Duncan.
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6.2.4. Analyse PCA
Le biplot de corrélation entre le Dim1 et le Dim2 a montré une variation de 60.8 % dans laquelle
le Dim 2 a contribué pour 29.5 % et le Dim 1 pour 31.3 % (Figure 31). Les variables fortement et
positivement corrélées sont trés proches les unes des autres et présentes dans le méme quadrat. La
couleur bleue montre la corrélation entre les paramétres (LS, LR, DWS, DWR, Chlor, Carot,
PODL, PODR, APXL, APXR, CATL, CATR) tandis que la couleur noire montre la corrélation
entre les traitements (Control, LMR249, LMR250, LMR266, LMR283, LMR291, LMR340).

L'analyse en composantes principales a mis en évidence I'effet positif de LMR340 sur la croissance
des plantes, les teneurs en chlorophylle et en caroténoides, et les activités des enzymes
antioxydantes. Les variables qui sont fortement corrélées positivement sont présentes dans le
méme quadrant et tres proches les unes des autres. Pour le Dim 1, nous avons remarqué que PODL,
DWS, LR, LS et CATL sont positivement corrélés, tandis que DWR, Chlor, APXL, CATR,
APXR, PODR sont négativement corrélés. Pour le Dim 2, toutes les variables sont fortement
corrélées, sauf APXR, PODR et CATL (Figure 30). L'analyse PCA a montré que LMR340 était

un inoculum singulier par rapport aux autres traitements d'inoculation.
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Figure 30 : Biplot de corrélation entre le Dim1 et le Dim2

LS : Longueur des tiges, LR : Longueur des racines, DWS : Poids sec des tiges, DWR : Poids sec des
racines, Chlor : Chlorophylle totale, Carot : Caroténoides, PODL : POD des feuilles, PODR : POD des
racines, APXL : APX des feuilles, APXR : APX des racines, CATL : CAT des feuilles, CATR : CAT des

racines.
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6.3. Effet de I’inoculation avec les souches selectionnées sur la croissance de Sulla
spinosissima poussant dans un sol contaminé

6.3.1. Effet de I'inoculation sur les parametres de croissance des plantes
A l'exception de la souche LMR250, I'inoculation avec les bactéries PGPR tolérantes aux éléments
traces métalliques (LMR291, LMR283, LMR249, LMR266, et LMR340) a eu un impact
spectaculaire sur la croissance des plantes dans le sol fortement multi-pollué utilisé dans cette
expérience, tandis que les plantes témoins non inoculées (T) n‘ont pas réussi a se developper dans
de telles conditions et sont mortes rapidement (Figure 31).

Les résultats ont révélé que la souche LMR291 avait le meilleur impact sur la croissance des
plantes de Sulla dans le sol contaminé, avec une longueur de tiges et de racines significativement
plus élevée (respectivement 75.71 et 132.85 mm) par rapport aux autres souches. En outre, le poids
des racines était significativement plus élevé que celui obtenu avec les autres souches inoculées
(123.84 mg plant™?), tandis que tous les poids des tiges étaient significativement équivalents, sauf

pour les plantes témoins et celles inoculées avec la souche LMR250 (Figure 32).
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Figure 31 : Effet de I'inoculation bactérienne sur les tiges et les racines des plantes de Sulla
poussant dans un sol contaminé par des éléments traces métalliques.

Toutes les valeurs sont des moyennes de 12 répétitions. Une ANOVA a été réalisée pour déterminer
I'influence des bactéries inoculées sur la biomasse des racines et des tiges. Les moyennes des différents
traitements avec des lettres différentes sont significativement différentes les unes des autres (P < 0,05) selon

le test de Duncan.
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LMR291/LMR249

Figure 32 : Photos montrant 1’état des plantes de Sulla inoculées par les souches sélectionnées

poussant sous serre sur un sol contaminé par des éléments traces métalliques

6.3.2. Effet des inocula bactériens sur les teneurs en chlorophylle et en caroténoides des
plantes
L'inoculation avec la souche LMR291 (Pseudarthrobacter oxydans) a augmenté de maniére
significative le niveau de chlorophylle chez les plantes de Sulla cultivées sous le stress des
éléments traces métalliques par rapport aux autres souches, tandis que le contenu en caroténoides

des plantes était similaire quelle que soit la souche utilisée comme inoculum (Figure 34).
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Figure 33 : Teneurs en chlorophylle totale (mg g™ FW) et en caroténoides (mg g* FW) des plantes

Sulla poussant dans des sols contaminés

Les résultats sont exprimés en moyennes + SE (n = 3). Un test ANOVA a été réalisé pour chaque facteur.
Les moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes les unes des autres (P < 0,05)

selon le test de Duncan.

6.3.3. Enzymes antioxydantes des plantes
Dans des conditions de stress métallique, les résultats de I'activité POD des racines étaient
significativement similaires pour toutes les souches, a I'exception de LMR340, qui a présenté la
valeur la plus faible de 7.51 U mg™ de protéine. Pour l'activité POD des feuilles, les valeurs étaient
significativement plus élevées dans les plantes inoculées avec LMR266 (7.57 U mg™* de protéine)
et LMR340 (7.01 U mg™ de protéine) que dans les plantes inoculées avec LMR283, LMR249, et
LMR291 (respectivement 2.76, 2.32, 1.78 U mg™ de protéine). Alors que les plantes témoins non
inoculées (T) et les plantes inoculées avec LMR250 n'ont pas réussi a se développer et sont mortes

rapidement dans le sol multi-contaminé.

Les meilleurs résultats pour l'activité APX des racines ont été obtenus dans les plantes inoculées
avec LMR266 (7.60 U mg™ de protéine) et LMR291 (6.52 U mg™ de protéine), alors que l'activité
APX dans les feuilles était beaucoup plus importante dans les plantes inoculées avec LMR249 que

dans les autres traitements.

Pour les feuilles, I'activité CAT était significativement plus élevée chez les plantes inoculées avec
LMR266, LMR340 et LMR291 (0.01 U mg* de protéine) que chez les plantes inoculées
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avec LMR249. Concernant les racines, l'activité CAT était significativement plus élevée chez les
plantes inoculées avec LMR283 (0.02 U mg™ de protéine) (Figure 34).
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Figure 34 : Activités des enzymes antioxydantes dans les racines et les feuilles des plantes Sulla

100 jours apres I'inoculation bactérienne.
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Toutes les valeurs sont des moyennes de 4 répétitions. Un test ANOVA a été réalisee pour déterminer
I'influence des bactéries inoculées sur les enzymes antioxydantes du sol contaminé. Les moyennes des
différents traitements avec des lettres différentes sont significativement différentes les unes des autres (P <
0.05) selon le test de Duncan.

6.3.4. Analyse PCA

Le bioplot de corrélation entre le Dim1 et le Dim2 a montré une variation de 83.7 % dans laquelle
le Dim 2 a contribué pour 11.5 % et le Dim 1 pour 72.2 % (Figure 35). Les variables fortement et
positivement corrélées sont trés proches les unes des autres et présentes dans le méme quadrat. La
couleur bleue montre la corrélation entre les paramétres (LS, LR, DWS, DWR, Chlor, Carot,
PODL, PODR, APXL, APXR, CATL, CATR) tandis que la couleur noire montre la corrélation
entre les traitements (Control, LMR249, LMR250, LMR266, LMR283, LMR291, LMR340).

Il est pertinent de constater que toutes les variables sont fortement corrélées pour le Dim 1, tandis
que pour le deuxiéme axe, toutes les variables sont fortement corrélées a I'exception de PODL,
CATL, APXR et Carot. L'analyse PCA a indiqué que LMR266 et LMR340 sont des traitements
spéciaux par rapport aux autres. D'autre part, LMR249, LMR291 et LMR283 sont rassemblés dans
le méme groupe, ce qui peut s'expliquer par le fait qu'ils possedent les mémes caractéristiques
(Figure 36).
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Figure 35 : Bioplot de corrélation entre le Dim1 et le Dim2
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LS : Longueur des tiges, LR : Longueur des racines, DWS : Poids sec des tiges, DWR : Poids sec des
racines, Chlor : Chlorophylle totale, Carot : Caroténoides, PODL : POD des feuilles, PODR : POD des
racines, APXL : APX des feuilles, APXR : APX des racines, CATL : CAT des feuilles, CATR : CAT des

racines.
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Discussion




Contamination par les éléments traces metalliques des sols étudiés

Dans la présente étude, nous nous sommes proosés d’étudier la diversité bactérienne genétique et
fonctionnelle de la fraction cultivable des populations bactériennes rencontrées dans trois sites
miniers différents situés dans la région d'Oujda (Touissit, Sidi Boubker, Oued EI Heimer).
L'analyse de la composition chimgiue par ICP-MS des échantillons de sol a montré des
concentrations variables et élevées a tres élevées de différents éléments traces métalliques étudiés
(As, Cu, Ni, Zn, Cd et Pb). Ces sols sont également caractérises par de faibles niveaux de carbone,
d'azote, de phosphore et de potassium, ce qui indique que le niveau de fertilité des sols est trés
faible. Ce ci est normal compte tenu de l'origine de ces sols qui résultent d'activités miniéres
intenses pendant plusieurs décenies. Les différences de concentration pour chaque métal peuvent
s'expliquer par les activités miniéres dans chaque site, et la nature des rejets. Par conséquent, il
serait intéressant de voir comment ces différences dans la composition des ETM affecteront la
diversité des populations bactériennes présentes dans ces sols, leur tolérance aux éléments traces

métalliques ou leurs activités bénéfiques.

En effet, les éléments traces métalliques sont connus pour poser de sérieux problemes a
l'environnement et aux organismes (Gotgbiewski et al., 2014 ; Awasthi et al., 2020). Des
concentrations supérieures aux valeurs seuils peuvent étre impliquées dans des interactions
complexes avec certains facteurs abiotiques qui affectent les propriétés du sol. En particulier, il a
été signalé que les éléments traces métalliques peuvent modifier la composition et I'activité de la
communauté microbienne (Vera et al., 2019). Le stress causé par ces éléments toxiques peut
également affecter la morphologie et le métabolisme des bactéries (Wang et al., 2007 ; Giller et
al., 1998 ; Oliveira et Pampulha, 2006). En général, la pollution environnementale par les éléments
traces métalliques entraine une augmentation du niveau de résistance de la communauté
bactérienne locale (Malik et al., 2002 ; Bronstad et al., 1996). Par conséquent, plus la concentration
en éléments traces métalliques est élevée, plus I'occurrence et la sélection de bactéries tolérantes
aux éléments traces seront elevées (Nithya et Pandian, 2010). C'était le cas dans la présente étude
ou un grand nombre de souches tolérantes a Zn et Pb ont été isolées de sols affectés par une

contamination chronique aux éléments traces métalliques.
Populations bactériennes des sites miniers propsectés

Dans notre étude, plus de 700 isolats ont été obtenus des différents sites analysés. L’analyse
génetgiue a montré que trois phyla étaient dominants dans les sols : Firmicutes, Actinobacteria et

Proteobacteria, ce qui est conforme aux résultats rapportés dans la littérature pour des conditions
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de sol similaires (Janssen, 2006, Fajardo et al., 2019). Certaines études ont révélé que les
Proteobacteria étaient couramment observés dans les sites contaminés par les ETMs (Ellis et al,
2003), alors que les Firmicutes étaient abondants dans un environnement de sédiments marins
pollués (Briceno et al., 2012). Fajardo et son équipe (2019) ont montré dans leur étude que les
Firmicutes (Bacillus) étaient le groupe le plus abondant tandis que Nguyen et al. (2016) ont
constaté que le phylum Acidobacteria était dominant dans les sols et sédiments contaminés par les

éléments traces métalliques.

Au niveau du genre et selon l'analyse des séquences d'ADNr 16S, quatre genres bactériens
dominants ont été identifiés : Bacillus, Stenotrophomonas, Arthrobacter et Rhodococcus. Ces
genres sont dominants dans les trois sites étudiés (Sidi Boubker, Oued EI Heimer, et Touissit)
malgré la pravalence de conditions différentes dans les sites prospectés, telles que la texture des
sols, la diversité des plantes existantes, I'histoire miniére, le type et la concentration des éléments
traces métalliques. Ces genres peuvent étre considérés comme ubiquistes dans les sites contaminés

par les ETMs prospectés et non spécifiques aux plantes.

Les bactéries dominantes et abondantes associées a la contamination par les éléments traces
métalliques peuvent étre des indicateurs de multi-pollution et peuvent étre utilisées pour la
surveillance de I'environnement (Sun et al., 2019 ; Babu et al., 2019 ; Rajkumari et al., 2019 ; Hou
etal., 2018 ; Jaiswal et al., 2019 ; Yogalakshmi et al., 2020 ; Caputo et al., 2019). L'abondance de
certains types de bactéries dans les sols contaminés peut s'expliquer par différents mécanismes
d'adaptation ou de résistance a la toxicité des éléments traces metalliques, tels que la séquestration
intracellulaire, les mutations, la production de sidérophores, la réduction de la sensibilité cellulaire,
la perméabilité membranaire, les mécanismes de réparation de la stabilité de I'ADN et la vie au
sein d'un biofilm (Presentato et al., 2019). Chaque genre dominant identifié dans notre étude est
connu pour posséder plusieurs de ces propriétés. Ainsi la sporulation par exemple est un
mécanisme particulier que l'on retrouve chez les espéces de Bacillus, chez qui des spores
dormantes résistantes a des conditions extrémes sont produites en réponse a des stress
environnementaux (Cortesdo et al., 2019 ; Gillet et al., 2019). D’autre part, les souches
bactériennes appartenant a I'ordre des Actinomycetales, qui comprend entre autres le genre
Rhodococcus, sont connues pour surmonter les stress environnementaux comme les fortes
concentrations de métal(loide)s notamment I'arséniate et le sélénite. D'autres espéces
d'actinobactéries appartenant au genre Arthrobacter peuvent survivre dans des conditions difficiles
et stressantes, y compris des niveaux élevés des ETMs (lgalavithana et al., 2019). Plusieurs
souches d’actinobactéries peuvent dégrader les polluants en composés non toxiques de diverses

manieres, ce qui en fait de bons candidats pour la dégradation des polluants dans des
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environnements trés complexes (Guo et al., 2019 ; Cho et al., 2019 ; Gallo et al., 2019). Les
Stenotrophomonas, ont également la propriété a tolérer les éléments traces métalliques grace a leur
génome, avec l'implication de nombreux genes de tolérance contre différents éléments traces
métalliques tels que le mercure, le cadmium, le sélénium, le tellure, le cobalt, le cuivre, le zinc, le
nickel et le plomb (Agarwal et al., 2019 ; Yu et al., 2019). L’éventail diversifié des propriétés
rencontrés chez les bactéries et les adaptations particuliéres qu’elles mettent en jeu pour survivre
dans les environements extrémes soulignent pourquoi il est important d’explorer leur pertinence
en tant que candidats pour la biorémédiation des sites contaminés par des éléments traces

métalliques (Hou et al., 2018).
Caractéristiques phytobénéfiques des bactéries isolées des sites miniers

Comme signalé auparavant les sols des sites miniers prospectés dans la région d’Oujda sont
extrémement pollués et pauvres, de méme les condtions climatiques sont tres rudes, et malgre tout
¢a quelques plantes pioniéres, herbacées ou arbustives, arrivent a s’y installer. Ces plantes adaptées
représentent une ressource prometteuse pour le développement de stratégies de réhabilitation et de
stabilisation des contaminants métalliques. Les microorganismes indigénes de ces sols constituent
une autre resource naturelle qui jouer un réle important dans le fonctionnement de ces écosystemes
pollués, par leur implication dans la décontamination des sols miniers et surtout par leurs activités
bénéfiques qui favorisent la croissance des plantes (activités PGP). En effet, ces bactéries peuvent
aider les plantes a s'installer et a proliférer sur ces sols en leur apportant des eléments minéraux
essentiels et en les aidants a surmonter les effets du stress métallique. Cela peut étre le cas des
isolats bactériens obtenus a partir des sols miniers de la région d'Oujda, qui se sont avérés posséder
une panoplie d’activités PGP intéressantes comme la solubilisation du phosphate inorganique, la
fixation biologique de I’azote, la production de sidérophore ou d'auxine, I’ACC déaminase, en plus

d’activités en relation avec le controle des pathogénes.

Notre étude a montré que le nombre d'isolats présentant des traits PGP est variable d'un site
d'échantillonnage a l'autre, entre les sols nus et les sols rhizosphériques et méme au sein du méme
site entre les rhizospheres de différentes especes de plantes. En général, les nombres de bactéries
productrices de sidérophores et d'AlA étaient plus élevés dans la rhizosphére que dans les sols nus
et les rhizobactéries associées aux racines de Stipa tenuissima constituent le meilleur groupe de
bactéries PGP, car elles étaient en géneral positives pour la plupart des activites testées. De
nombreuses espéces et souches appartenant aux genres identifiés dans nos sols ont été rapportées
dans plusieurs études comme possédant au moins une activité PGP et comme étant tolérant a

nombreux éléments traces métalliques a des concentrations variables (Becerra-Castro
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etal., 2012 ; Singh et al., 2018 ; Ortiz-Ojeda et al., 2017 ; Balan et al., 2018). Il est intéressant de
souligner que de nombreuses souches de notre étude présentent des niveaux élevés d'activités PGP
et des niveaux élevés de tolérance au Pb, Zn et As. C'est le cas de LMR249, LMR250, LMR266,
LMR283, LMR291, LMR326, LMR310 et LMR340. Plusieurs de ces souches pourraient étre
potentiellement utiles pour améliorer la croissance et I'établissement des plantes dans les sols

contaminés par des éléments traces et conduire a un environnement plus sain.

Par ailleurs, en plus de leurs propriétés favorisant directement la croissance des plantes, certaines
PGPR peuvent influencer indirectement la croissance des plantes en agissant comme agents de
biocontréle (Chenniappan et al., 2019). Différentes études ont rapporté que de nombreuses souches
bactériennes sont des agents de biocontrble potentiels de Fusarium, comme Paenibacillus
polymyxa WR-2 (Raza et al., 2015 ; 2016), Bacillus amyloliquefaciens JDF35 (Zhao et al., 2018 ;
Lahlali et al., 2020) et Bacillus subtilis IBFCBF-4 (Zhu et al., 2020). Dans la présente étude, les
souches LMR252, LMR258, LMR268 et LMR271, LMR302 ont montré in vitro différents taux
d'inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum, ce qui peuvent étre liés aux especes et modes
d'action impliqués. Les principaux mécanismes d'action impliqués dans I'antagonisme bactérien
on peut citer I'antibiose par sécrétion de métabolites antifongiques ou/et de composés organiques
volatils (COV) ou le parasitisme par sécrétion d'enzymes lytiques (Jadhav et al., 2017 ; Lopes et
al., 2015). Les enzymes lytiques sont connues pour jouer un réle clé dans la dégradation de la paroi
cellulaire ce qui empéche la croissance hyphale des pathogenes fongiques et d'autres
microorganismes du sol. Les activités protéases, lipases, cellulases et chitinases bactériennes ont
été testées pour toutes les souches de notre collection. Elles se sont avérées largement présentes
parmi les souches et il est pertinent de noter que la majorité d'entre elles produisait plus d'une
enzyme et qu'environ la moitié d'entre elles produisait deux enzymes lytiques. Cette activité
enzymatique diversifiée peut conférer a ces souches un avantage compétitif pour leur survie parmi
les autres composants des populations microbiennes habitant le sol et leur permettre en méme
temps d'avoir un effet protecteur contre les pathogenes menacant les plantes avec lesquelles elles

sont associées.

Pris ensemble, les résultats obtenus pour la tolérance aux éléments traces métalliques, les activités
PGP, les activités antagonistes et la production d'enzymes lytiques indiquent que les sols miniers
abandonnés prospectés dans la région d'Oujda et plus particulierement le sol rhizosphérique des
plantes étudiées est un grand réservoir de souches bactériennes diversifiées et trés prometteuses.
Toutes ces propriétés permettent aux souches bactériennes de se développer et de survivre sous
des concentrations élevées de éléments traces métalliques et de rivaliser avec les autres

microorganismes du sol. En méme temps, ces souches peuvent améliorer la croissance des
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plantes directement en augmentant la disponibilité des nutriments ou par la stimulation par des
phytohormones, et indirectement en contrélant le niveau d'éthylene des plantes par l'activité ACC

déaminase et en protégeant les plantes contre les maladies bactériennes et fongiques.

De nombreux rapports indiquent que les souches présentant des activités PGP plus élevées et une
résistance aux conditions difficiles peuvent étre proposées comme candidats pour un programme
de bioremediation (El-Sayed et al., 2014 ; Arora et al., 2020a, b) et méme pour des applications
industrielles (Raddadi et al., 2013). Etant donné qu'elles ont été isolées dans des environnements
extrémes, elles pourraient étre appliquées a la biorémédiation des sols pollués (Mapelli et al., 2012
; Hazen et al., 2019), notamment dans le cadre d'approches de phytoremédiation (Afzal et al., 2014
; Santos et al., 2019). D’autre part il faut souligner qu’en plus de leurs activités PGP, certains
microorganismes peuvent posséder d'autres propriétés intéressantes comme la séquestration de
éléments traces métalliques. Ces microorganismes ont été utilisés pour la bioremédiation de sols
contaminés par des ETMs (Kao et al., 2006 ; Umrania, 2006 ; Hazen et al., 2019). De nombreux
¢tudes ont mis en avant que I’inoculation des plantes avec des PGPR sélectionnées est une
approche capable de faciliter la croissance des plantes, d’enrichir les sols et de créer une couverture
végeétale dans ces sites contaminés (Glick, 2010 ; Kuffner et al., 2010 ; Rajkumar et al., 2010 ; Ma
etal., 2011 ; Aafietal., 2012 ; Dubey et al., 2020).

Dans ce contexte, il est nécessaire de confirmer le potentiel des meilleures souches PGP tolérantes
aux éléments traces métalliques identifiées précédemment, en les associant dans des conditions
contrélées avec des plantes tolérantes aux ETMSs, dans le but d’identifier les couples plantes-
bactéries les plus performants. Ces derniers pourraient étre introduits dans un deuxiéme temps
dans les sols miniers abandonnés étudiés, dans lesquels la situation est plus compliquée a cerner
en raison des interactions biotiques et abiotiques au niveau édaphique et des aléas climatiques
prévalant dans la région de I’Oriental. Les inocula a tester peuvent étre constitues de souches élites
uniques possédant des caractéristiques multiples (LMR249, LMR250, LMR266, LMR283,
LMR291 LMR310, LMR326, LMR340 ou LMR341) ou de consortiums de souches possédant des
propriétés complémentaires. L'objectif final étant de déterminer si ces inocula bactériens sont
capables d’affecter positivement I'installation et la croissance des plantes sélectionnées dans les

conditions toxiques séveres prévalant dans les sites miniers étudiés.
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Effet des PGPR tolérant les éléments traces métalliques sur les plantes de Sulla spinosissima

Dans cette etude, nous avons choisi six souches (LMR249, LMR250, LMR266, LMR283,
LMR291, LMR340) appartenant aux genres Pseudarthrobacter, Pseudomonas, Rhodococcus, et
Stenotrophomonas, qui sont multi-tolérantes a des niveaux élevés de trois éléments traces
métalliques, Pb, Zn, et As. Le niveau de tolérance aux ETMs est un facteur important a prendre en
compte lors de la bioremediation car il est directement lié a la survie des bactéries dans les sols
contaminés par les ETMs. En comparaison avec d'autres souches tolérantes aux ETMSs rapportées
dans la littérature, nos isolats bactériens ont montré un niveau de tolérance relativement plus élevé
(Wei etal., 2009 ; He et al., 2010 ; Sher et al., 2021).

En plus de leur tolérance aux éléments traces métalliques, les souches sélectionnées présentaient
de nombreuses activités PGP tels que la production de sidérophores. Ces molécules chélatrices du
fer libéré par certaines bactéries rhizosphériques pour attirer le fer vers la rhizosphére (Payne, 1994
; Valencia-Cantero et al., 2007), peuvent promouvoir la croissance des plantes a différents niveaux,
notamment en améliorant leur nutrition ferrique et en empéchant la croissance des pathogénes a
travers la limitation de la disponibilité du fer dans le sol (Glick ,1995 ; Neubauer et al., 2000 ;
Dimkpa et al., 2009 ; Ji et al., 2012). Les sidérophores réduisent aussi les effets de la pollution
métallique et aident aux processus de phytoremédiation par leur capacité a lier d'autres ions
d'éléments traces (Hider et Kong, 2010). Parmi les souches choisies pour I’inoculation, les
sidérophores ont été produits par trois d’entre elles : Pseudarthrobacter oxydans LMR250,
Stenotrophomonas tumulicola LMR266, et Pseudomonas brassicacearum LMR283.

Par ailleurs, les souches LMR250 et LMR291 (Pseudarthrobacter oxydans), et LMR340
(Rhodococcus gingshengii) possédent la capacité de fixer I'azote moléculaire. Ce type de bactéries
fournissent naturellement de I'azote pour la croissance des cultures et des plantes indigénes (Barua
et al., 2012 ; Garcia de Salamone et al., 2012) et peuvent contribuer de maniére significative aux
bilans d'azote d'un certain nombre d'écosystéemes (Tang et al., 2018). Il est particulierement
intéressant de relever que la souche LMR291 (Pseudarthrobacter oxydans) possédaient aussi la
capacité de solubiliser le phosphate naturel. Les souches appartenant aux espéces
Pseudarthobacter ont été signalées comme solubilisatrices de phosphate par de nombreux auteurs
(Govindasamy et al., 2010 ; Goswami et al., 2013, 2014 ; Hassan et Bano, 2015). D’aprés ces
résultats la souche LMR291 est une souche tres intéressante car capable de contribuer a la nutrition
phosphatée et azotée des plantes, deux minéraux connues pour étre les deux facteurs limitants

majeurs de la croissance végétale.
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En plus des activités contribuant a la nutrition minérale des plantes, la production de
phytohormones et en particuliers d'auxine, constitue I'une des activités phyto-bénéfiques les plus
recherchées chez les souches PGPR et plus particuliérement pour leur utilisation dans des
conditions de stress (Patten et Glick, 1996 ; Mirza et al., 2001 ; Gravel et al., 2007). A ce sujet, les
souches de Pseudomonas (LMR283) et Pseudarthrobacter (LMR291, LMR250, LMR249) isolés
des sols rhizosphériques de Stipa et Sulla ont produit des quantités élevées d'auxine, qui pourraient
agir sur les plantes inoculées, entrainant une augmentation de leur croissance comme rapporté par
Glick et al. (1998). En outre, 2 souches de Pseudarthrobacter (LMR249 et LMR291) ont produit
I'ACC déaminase, une enzyme qui peut favoriser la croissance des plantes dans des conditions de
stress en réduisant les niveaux d'éthyléne dans les plantes stressées (Saleem et al., 2007 ; Onde re-
Lemus et al., 2009).

Dans I'ensemble, chacune des six bactéries sélectionnées pour 1’inoculation des plantes était
hautement multirésisatante aux trois éléments traces métalliques testés et possédait plusieurs
activitées PGP importantes, en particulier les souches LMR249, LMR291 et LMR340. Par
conséquent, et comme démontré par de nombreux auteurs pour des souches équivalentes (Shahid
et al., 2019; Barman et Jha, 2021; Ke et al., 2021; EIl Alaoui et al., 2021; Benidire et al., 2021), on
peut postuler que nos souches sont des inocula bactériens potentiels prometteurs, qui pourraient
améliorer la croissance des plantes, influencer positivement I'installation d'une couverture végétale
dans les sols contaminés par des éléments traces métalliques et aider a diminuer ou a éliminer la

pollution métallique.

Afin de vérifier ces hypothéses, des tests in planta ont été réalisés en utilisant I'espece Sulla
spinosissima, qui a été choisie comme plante hote en raison de sa capacité a se développer
spontanément dans des sols fortement multi-contaminés par des éléments traces métalliques dans
le district minier d'Oujda (Sbhabou et al., 2016). Dans un premier temps les souches de PGPR
sélectionnées in vitro ont d'abord été inoculées a des plantes de Sulla poussant dans du sable
stérilisé pour vérifier leur effet PGP sur les plantes dans des conditions normales en absence de
stress métallique. Dans une seconde phase afin de tester la capacité des souches retenues a
diminuer les effets négatifs des éléments traces métalliques sur les plantes, les plantules de Sulla
inoculées ont été cultivées dans du sol prélevé dans le site d’Oued EI Heimer, qui est extrémement

contamine par divers éléments traces métalliques.

Dans des conditions normales contrblées, les resultats des expériences d'inoculation ont montré

que Rhodococcus gingshengii (LMR340), et dans une moindre mesure Pseudarthrobacter
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oxydans (LMR291), avaient des effets positifs sur la croissance des plantes, ainsi que sur les
teneurs en chlorophylle et en caroténoides. Ces résultats peuvent étre corrélés avec les propriétés
PGP in vitro des souches, en particulier I'augmentation de la disponibilité des nutriments (N et/ou
P) grace a la fixation biologique de I'azote et a la solubilisation du phosphate inorganique, la
production d'auxine et l'activité ACC déaminase. Il est particuliérement important de souligner
que les plantes inoculées avec LMR291 avaient été fertilisées uniquement avec du phosphate
naturel et malgré cela elles avaient une biomasse statistiquement équivalente aux plantes témoins
qui ont recu un engrais a base de phosphate soluble. Ces résultats indiquent que I'activité de
solubilisation de cette souche mesurée in vitro s'est exprimée dans la rhizosphére de la plante et
était suffisante pour assurer un niveau de croissance normal des plantes de Sulla au dépend du
phosphate naturel qui est naturellement insoluble et donc non assimilable par les plantes.
L'inoculation avec cette souche pourrait étre une solution prometteuse pour assurer une bonne
croissance des plantes, et en particuliers Sulla, dans les sols caractérisés par une faible teneur en P
total et une disponibilité réduite du P soluble, ce qui est le cas général des sols dans les sites miniers

et ceux d’Oujda que nous avons analysés.

Chez les plantes inoculées, on a mesuré des niveaux variables des activités de la peroxydase
(POD), de I'ascorbate peroxydase (APX) et de la catalase (CAT) selon la souche inoculée, I'organe
de la plante et I'activité mesurée. Certaines souches ont entrainé une faible augmentation des
activités des enzymes antioxydantes par rapport aux plantes témoins. Ceci pourrait étre attribué a
la stimulation par les souches inoculées des mécanismes de défense des plantes, comme suggéré
par Amna et al. (2020).

En conclusion, cette premiére expérience d’inoculation de Sulla dans des conditions contrdlées et
en absence de stress métallique a permis de montrer le potentiel phytobénéfique de certaines
souches testées, en particuliers LMR340 et LMR291.

Dans la deuxiéme expérience d'inoculation les plantes de Sulla ont été cultivées dans des
conditions de stress lié aux éléments traces métalliques. Le sol minier d’Oued El Heimer utilisé
dans cette expérience est caractérisé par des niveaux toxiques des ETMs, en particulier I’As et le
Pb qui étaient respectivement 2 et 10 fois supérieurs aux valeurs seuils. Dans ces conditions les
plantes de Sulla non inoculées n'ont pas réussi a pousser et sont mortes rapidement. En revanche,
pour les plantes inoculées cing souches de PGPR tolérantes aux éléments traces métalliques sur
les six testées, ont permis I’attenuation de la toxicité des éléments traces métalliques du sol sur les
plantes de Sulla, qui ont pu pousser a des degreés divers (souches LMR291, LMR283, LMR249,
LMR266, et LMR340).
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Les meilleurs impacts positifs ont été attribués a la souche LMR291 de Pseudarthrobacter oxydans
qui a induit des longueurs et des poids des tiges et des racines des plantes significativement plus
élevés par rapport aux autres souches, de méme que la teneur en chlorophylle des plantes.
Cependant, et bien que les supports de culture ne soient pas comparables, la teneur en chlorophylle
des plantes a été réduite de 30% par rapport celle des plantes cultivées sur du sable stérilsé non
stressé. Ceci n’est pas étonnant car les éléments traces métalliques sont connus pour réduire le
contenu des pigments photosynthétiques tels que la chlorophylle et les caroténoides,
principalement en affectant la paroi cellulaire et l'intégrité de la membrane des thylakoides
(Amirjani, 2012), de méme que des changements dans les protéines et I'ADN en raison de
I'interférence des ROS (Zayed et Terry, 2003 ; Khanna et al., 2019 ; Singh et al., 2020c). De plus,
les éléments traces métalliques tels que Zn, Fe, Cu, Hg, Cr, et Pb peuvent conduire a une entrave
des enzymes impliquées dans la synthése de la chlorophylle comme la chlorophylle synthase et la
protochlorophyllide réductase (Hashem, 2013). Cependant, plusieurs études ont rapporté que
I'inoculation avec des souches PGPR peut améliorer la teneur en pigments photosynthétiques en
cas de stress d( aux éléments traces métalliques (Tripathi et al., 2017 ; Mitra et al., 2018). Les
mécanismes impliqués comprennent I'augmentation de I'absorption des nutriments par les plantes,
la solubilisation du phosphate et I'exsudation de substances essentielles qui jouent un réle crucial
dans la synthese des pigments photosynthétiques (Tanaka et al., 1998). Par ailleurs, la présence de
caroténoides protége le mécanisme photosynthétique de la plante contre les perturbations photo-
oxydatives en piégeant les ROS (Huang et Wang, 2010).

De nombreux facteurs contribuent au potentiel d'une souche a promouvoir la croissance des plantes
soumises au stress par des éléments traces métalliques, tels que la solubilisation du phosphate, la
production d'AlA, et la disponibilité des nutriments (Bilal et al., 2020 ; Rahbari et al., 2021). Dans
la présente étude, la souche LMR291 a produit in vitro plus d'auxine et d'ACC déaminase que les
autres souches testees, a été capable de solubiliser le phosphate naturel, et a toléré trois éléments
traces métalliques (Pb, Zn, et As), ce qui pourrait expliquer pourquoi cette souche en particulier a
permis la meilleure levée de I’effet toxique et inhibiteur des €léments traces métalliques sur les
plantes de Sulla en comparaion aux autres souches testées. La grande capacité de LMR291 a
solubiliser les phosphates inorganiques in vitro est d'une grande importance dans le contexte du
sol post-minier utilisé ici qui ne contenait que 10 mg Kg?' de P disponible. L’activité de
solubilisation du phosphate a un effet stimulant sur l'activité photosynthétique, comme I'a noté

Demir (2005) dans ses recherches. Le phosphate joue
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également un réle crucial dans le transfert d'énergie chez les plantes et par conséquent les bactéries
possedant cette caractéristique ont une influence stimulante sur l'activité photosynthétique. En
outre, les PGPR présentant une tolérance au stress ont la capacité d'améliorer la tolérance des
plantes au stress induit par les éléments traces métalliques en régulant la synthese des hormones,

la défense antioxydante et la réduction de I'éthyléne (Singh et al. 2018).

La haute performance de LMR291 ne pourrait pas étre liée au genre et a I'espece de cette souche
(Pseudarthrobacter oxydans), car l'autre souche LMR250 qui appartient au méme genre et a la
méme espece n'a pas pu améliorer la croissance des plantes Sulla dans le sol contaminé utilisé.
Une explication possible est que la souche LMR291 a été isolée du sol d’Oued El Heimer et de la
rhizosphére de Sulla alors que la souche LMR250 a été isolée du sol de Sidi Boubker et de la
rhizosphére de Stipa. L'adaptation des souches aux conditions du sol, et des plantes, peut étre un
facteur important a prendre en considération lors de la sélection des souches pour I'inoculation des
plantes dans les sols contaminés. Dans la présente étude, la quantité de Pb dans les sols semble
étre un facteur déterminant. En effet, méme si les deux sols étaient fortement contaminés, la
concentration de Pb dans le sol d’Oued El Heimer était le double de celle mesurée dans le sol de
Sidi Boubker. De plus, la souche LMR291 a toléré in vitro cinq fois plus de Pb que la souche
LMR250, et possédait des niveaux supérieurs d'activités PGP reconnues comme des traits
importants pour qu'une souche soit plus performante avec des plantes poussant dans des sols
contaminés par des éléments traces métalliques (niveaux plus élevés de solubilisation du P, de

production d'auxine et d'activité ACC déaminase).

L'exposition des plantes au stress métallique provoque la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), ce qui entraine des dommages oxydatifs élevés (Babu et al., 2015). Les plantes
utilisent un systéme antioxydant de détoxification pour maintenir un niveau optimal de ROS, qui
comprend différentes enzymes antioxydantes, telles que APX, CAT et POD. Ces enzymes
éliminent ou équilibrent la production de ROS dans les plantes (Almeselmani et al., 2006 ; Gupta
et al., 2018). Les activités des enzymes antioxydantes dans les plantes sous stress métallique
montrent des tendances variables selon la concentration en métal, la durée d'exposition, I'ion
métallique ou l'espéce végétale (Sharma et Dietz, 2008). Dans notre étude, la comparaison des
résultats obtenus dans des conditions contaminées par plusieurs éléments traces métalliques avec
ceux obtenus dans des conditions non contaminées, indiquent que les plantes poussant dans le sol
multipollué et inoculées avec des souches PGPR tolérantes aux éléments traces métalliques ont
présenté des activités enzymatiques antioxydantes réduites, en particulier dans les parties aériennes

des plantes. Cependant, les plantes inoculées ont maintenu de bons niveaux de
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biomasse, ainsi que des teneurs en chlorophylle et en caroténoides, par rapport a ceux des plantes
poussant dans des conditions non contaminées. Ce qui pourrait indiquer que la baisse des activités
des enzymes antioxydantes n'indiquerait pas que les plantes sont stressées, mais serait plut6t
attribuée a l'effet des PGPR tolérantes sur les éléments traces métalliques dans la rhizosphere,
comme l'ont rapporteé différentes études (Hosseini et al., 2015 ; Khan et al., 2017a, b, 2018 ;
Paredes-Péliz et al., 2018).

L’ensemble des résultats obtenus montrent un effet positif évident de I'inoculation bactérienne sur
la croissance des plantes de Sulla cultivées sous des conditions de stress métallique trés prononce.
Ces résultats prometteurs nécessitent une confirmation dans les conditions du terrain, ou d'autres
facteurs tels que les conditions climatiques peuvent avoir un impact sur les performances des
bactéries, de la plante et de leur interaction, en particulier dans le district minier d’Oujda
caractérisé par des conditions climatiques tres rudes. Plus globalement, des efforts soutenus sont
encore nécessaires pour faire de I'inoculation des plantes avec des bactéries sélectionnées une

technique de bioremédiation efficace, reproductible et fiable.
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Conclusions et perspectives




La présente étude s’est fixé comme objectif global de caractériser le systéeme sols-plantes-
microorganismes dans le district minier d’Oujda, a travers 1’étude des microorganismes associés
a certaines plantes spontanées poussant sur les différents types de déchets miniers laissés sur place
a la fin de I’exploitation des mines. L’objectif ultime est de pouvoir proposer des solutions
biotechnologiques pour la remédiation et/ou la stabilisation des polluants générés par cette activité,

qui constituent une menace environmentale sérieuse.

Ainsi, nous avons identifié les principaux groupes de bactéries cultivables habitant ces sols, qui
étaient dominés par des especes de Bacillus. La distribution des populations bactériennes semble
étre liée au degres de contamination des sols par le Pb, Zn et As, et influencé par la présence ou
non d'une couverture formée essentiellement par trois plantes (Sulla spinosissima, Stipa tenuissima

et Acacia cyanophylla).

L’étude in vitro de la tolérance aux éléments traces métalliques des bactéries ainsi que leur activités
PGP ont permis de repérer les souches bactériennes les plus prometteuses a tester avec les plantes.
Au total six souches bactériennes (LMR249, LMR250, LMR266, LMR283, LMR291 et LMR340)
isolées de la rhizosphere de Stipa et Sulla ont été retenues en se basant sur des caracteres
potentiellement phytobénéfiques comme la solubilisation du phosphate naturel, la production de
I’auxine ou de sidérophores, la fixation biologique de I’azote et I’activité d’ACC deaminase. De
plus, ces souches ont des activités antifongiques et enzymatiques intéressantes et sont tolérantes
au Pb, Zn et As.

La legumineuse Sulla spinosissima a été choisie pour les études d’interaction plante—bactéries
sélectionnées en raison de sa capacité a pousser spontanément dans les sites miniers de 1’oriental.
Les populations locales de cette espéce, qui sont adaptées aux concentrations élevées des éléments
traces métalliques, pourraient étre de bons candidats pour la phytoremédiation de ces sites pollués.
Les résultats des essais d’inoculation des PGPR sélectionnées a Sulla Spinossissima cultivée sous
conditions normales puis dans le sol de Oued EI Heimer, qui est extrémement pollué par des
éléments traces métalliques, sont particulierement intéressants. En effet, certaines souches utilisées
ont des effets biofertilisants et biostimulants sur la croissance de Sulla dans les conditions
normales. Mieux encore, dans les conditions du sol hautement multipollué, cing souches ont été
capables de restaurer la croissance de Sulla spinosissima, qui était éliminée en absence
d’inoculation. La souche LMR291 (Pseudarthrobacter oxydans) en particulier, et dans une
moindre mesure LMR340 (Rhodococcus qingshengii), LMR249 (Pseudarthrobacter
phenanthrenivorans), et LMR283 (Pseudomonas brassicacearum) ont amélioré substantiellement
tous les parametres de croissance des plantes Sulla, leurs teneurs en pigments photosynthétiques,

et leurs activités enzymatiques antioxydantes.
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Le présent travail souligne donc I'importance de selectionner des souches indigénes tolérantes aux
éléments traces métalliques et possédant de multiples caractéristiques phytobénéfiques en vue de
la formulation de bio-inoculants pour les plantes a utiliser dans les programmes de
phytoremédiation des sites pollués par les éléments traces metalliques. Les résultats obtenus
améliorent également notre compréhension des mécanismes par lesquels les bactéries peuvent
atténuer la toxicité des éléments traces métalliques chez les plantes. Ils confirment que
I'inoculation par les PGPR est une approche innovante, durable et prometteuse qui permetterait la
gestion des terres contaminées par les éléments traces métalliques a travers le contréle ou I’arrét

de leur dissemination a partir des sites contaminés (bioremédiation ou phytostabilisation).

La collection bactérienne proposée dans ce travail, présente des bactéries ayant plusieurs activités
intéressantes et tres performantes, cela les rend de bons candidats pour des stratégies de traitement
des milieux contaminés par les éléments traces métalliques. Comme perspectives, il serait

particuliérement intéressant de :

- Tester des consortiums de bactéries aux activités complémentaires (LMR291 pour la
solubilisation du phosphate, LMR250 pour la production de sidérophore, LMR283 pour la
production d'auxine, et LMR249, LMR339 ou LMR270 pour l'activitt ACC déaminase), a
condition que les souches du mélange ne présentent pas d'antagonisme ou de compétition entre

elles.

- Tester plusieurs espéces de plantes spontanées de la région, afin de déterminer celles qui
représenteraient les meilleures solutions pour stopper la dessiminations de la pollution métallique

(phytostabilisation, phytoextraction,...).

- Réaliser des essais d’inoculation dans les conditions du terrain en utilisant les inoculums simples
ou combinées les plus performants et les epéces végétales les plus prometteuses. L’obejctif ultime
étant de déterminer les inoculums qui ont le meilleur effet positif sur I'installation et la croissance
d'espéces végeétales in situ dans les conditions édaphiques et climatqiues sévéeres prévalant dans

les sites miniers étudiés.
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Annexes




Annexe 1

Concentrations minimales de éléments traces métalliques inhibitrices (CMI) de la croissance

des bactéries sélectionnées a partir des trois sites étudiés



Code LMR  Genre/espéce Code NCBI Pourcentage  Sites Sols CMmI
de
similitude

LMR247 Bacillus toyonensis KU182753 99.89 B Rhizospheére de Sulla spinasissima 20 0 0
LMR248 Rhodococcus gingshengii KU182754 99.88 B Rhizosphére de Sulla spinosissima 25 35 15
LMR249 Pseudarthrobacter siccitolerans KU182755 99.24 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 15
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans KU182756 98.65 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 5 5 5
LMR251 Enterobacter ludwigii KU182757 100 B Sol nu 20 0 0
LMR252 Bacillus vallismortis KU182758 99.89 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 0
LMR253 Bacillus aerius KU182759 100 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 15 10 0
LMR254 Massilia timonae KU182760 98.42 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 15 0
LMR255 Agrococcus jenensis KU182761 98.84 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 15 10 0
LMR256 Agrococcus jenensis KU182762 99.13 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 20 0 0
LMR257 Agrococcus citreus KU182763 99.23 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 10 0 0
LMR258 Bacillus aerius KU182764 100 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 0 0 0
LMR259 Bacillus aerius KU182765 100 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 20 10 0
LMR260 Bacillus aerius KU182766 100 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 0 0 0
LMR261 Bacillus nealsonii KU182767 98.67 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 10 10 7.5
LMR262 Paenibacillus lautus KU182768 99.54 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 0 25
LMR263 Paenarthrobacter nitroguajacolicus KU182769 99.87 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 25 15 20
LMR264 Arthrobacter humicola KU182770 99.42 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 25 25 0
LMR265 Stenotrophomonas rhizophila KU182771 99.50 B Sol nu 25 35 10
LMR266 Stenotrophomonas tumulicola KU182772 98.16 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 10 20 10
LMR267 Stenotrophomonas chelatiphaga KU182773 99.49 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 15 0 0
LMR268 Agromyces indicus KU182774 97.53 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 25 0 0
LMR269 Paenibacillus lautus KU182775 99.61 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 0 7.5
LMR270 Pseudarthrobacter oxydans KU182776 100 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 25 30 0
LMR271 Pseudarthrobacter siccitolerans KU182777 99.86 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 0 0 0
LMR272 Bacillus zhangzhouensis KU182778 99.8 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 30 0 5
LMR273 Kocuria rosea KU182779 99.75 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 20 0 0
LMR274 Bacillus aerius KU182780 100 B Sol nu 10 0 0




LMR275
LMR276
LMR277
LMR278
LMR279
LMR280
LMR281
LMR282
LMR283
LMR284
LMR285
LMR286
LMR287
LMR288
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Bacillus simplex

Acinetobacter baumannii
Pseudarthrobacter siccitolerans
Arthrobacter humicola

Bacillus mojavensis
Rhodococcus erythropolis
Bacillus zanthoxyli
Stenotrophomonas rhizophila
Pseudomonas brassicacearum
Pseudarthrobacter oxydans
Stenotrophomonas tumulicola
Bacillus wiedmannii

Bacillus tequilensis

Bacillus endophyticus
Curtobacterium flaccumfaciens
Bacillus atrophaeus
Pseudarthrobacter oxydans
Bacillus atrophaeus

Bacillus simplex

Pseudomonas brassicacearum
Massilia agri

Paenarthrobacter nitroguajacolicus
Bacillus mojavensis

Pantoea stewartii
Stenotrophomonas chelatiphaga
Bacillus atrophaeus
Stenotrophomonas tumulicola
Arthrobacter humicola
Pseudarthrobacter siccitolerans
Bacillus aerius
Pseudarthrobacter oxydans

KU182781
KU182782
KU182783
KU182784
KU182785
KU182786
KU182787
KU182788
KU182789
KU182790
KU182791
KU182792
KU182793
KU182794
KU182795
KU182796
KU182797
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KU182800
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KU182802
KU182803
KU182804
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KU182810
KU182811

100
100
99.24
99.76
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99.74
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99.76
99.87
98.65
98.34
100
99.22
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100
100
99.86
99.88
100
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99.88
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Rhizosphére de Sulla spinosissima
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Rhizosphére de Sulla spinosissima
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Sol nu

Rhizospheére de Stipa tenuissima
Rhizosphére de Stipa tenuissima
Sol nu

Rhizosphére de Stipa tenuissima
Rhizospheére de Sulla spinosissima
Rhizosphére de Sulla spinosissima
Rhizospheére de Sulla spinosissima

10
15
25
25
15
20
15
20

15
15
10
25
15
25
25
15
25

20
15
20
20
20
25
25
25
25
25
15
25
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LMR306
LMR307
LMR308
LMR309
LMR310
LMR311
LMR312
LMR313
LMR314
LMR315
LMR316
LMR317
LMR318
LMR319
LMR320
LMR321
LMR322
LMR323
LMR324
LMR325
LMR326
LMR327
LMR328
LMR329
LMR330
LMR331
LMR332
LMR333
LMR334
LMR335
LMR336

Herbaspirillum seropedicae
Nocardia coeliaca

Alcaligenes faecalis

Pantoea ananatis

Bacillus zhangzhouensis
Microbacterium natoriense
Pseudomonas benzenivorans
Paenarthrobacter nitroguajacolicus
Bacillus vallismortis

Bacillus mojavensis
Paenarthrobacter nitroguajacolicus
[Brevibacterium] frigoritolerans
Bacillus zhangzhouensis
Bacillus zhangzhouensis
Arthrobacter subterraneus
Paenarthrobacter nitroguajacolicus
Bacillus vallismortis

Bacillus toyonensis

Bacillus atrophaeus
Stenotrophomonas tumulicola
Bacillus wiedmannii
Stenotrophomonas rhizophila
Stenotrophomonas rhizophila
Stenotrophomonas tumulicola
Bacillus atrophaeus

Variovorax paradoxus
Variovorax guangxiensis
Stenotrophomonas rhizophila
Bacillus wiedmannii

Bacillus aerius

Bacillus aerius

KU182812
KU182813
KU182814
KU182815
KU182816
KuU182817
KU182818
KU182819
KU182820
KU182821
KU182822
KU182823
KU182824
KU182825
KU182826
KuU182827
KU182828
KU182829
KU182830
KU182831
KU182832
KU182833
KU182834
KU182835
KU182836
KU182837
KU182838
KU182839
KU182840
KU182841
KU182842

97.97
100
99.46
99.54
100
98.56
97.81
100
100
100
100
99.89
99.88
100
99.51
99.87
99.89
99.89
100
98.36
100
99.63
99.64
98.45
100
99.87
99.65
99.63
100
99.72
99.85
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Rhizosphere d’Acacia cyanophylla
Rhizosphere d’Acacia cyanophylla
Rhizosphere d’Acacia cyanophylla
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15
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10
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10
15
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10

10
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35
35
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10
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LMR337
LMR338
LMR339
LMR340
LMR341
LMR342
LMR343
LMR344
LMR345
LMR346
LMR347
LMR348
LMR349
LMR350
LMR351
LMR352

Bacillus zanthoxyli
Paenarthrobacter nitroguajacolicus
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus gingshengii
Rhodococcus erythropolis
Enterobacter ludwigii
Curtobacterium flaccumfaciens
Bacillus tequilensis

Bacillus tequilensis

Bacillus tequilensis
Stenotrophomonas rhizophila
Georgenia daeguensis
Pseudarthrobacter oxydans
Bacillus vallismortis
Microbacterium hominis
Streptomyces chartreusis

KU182843
KU182844
KU182845
KU182846
KuU182847
KU182848
KU182849
KU182850
KU182851
KU182852
KU182853
KU182854
KU182855
KU182856
KU182857
KU182858

100
99.74
99.35

100
99.63

100

100

100
99.17
98.95
99.50
99.60
99.87

100
99.87
98.93
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Rhizospheére de Sulla spinosissima
Sol nu

Sol nu

Rhizosphére de Sulla spinosissima
Rhizospheére de Sulla spinosissima
Sol nu

15
15
25
25
20
25
15
20
15
15
15
15
15
25
15
10

30
35
35
20
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15
20
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Annexe 2

Quantification de 3 activités PGP des souches bactériennes sélectionnées a partir des sites étudiées (Solubilisation de la roche phosphatée

(P), production d’auxine (AIA) et production de siderophores)

Code LMR Genre/espéce Code NCBI  Sites Sols P (mgL?) AlA (yg mL-  Sidérophores
LMR247 Bacillus toyonensis KU182753 B Rhizospheére de Sulla spinosissima :

LMR248 Rhodococcus gingshengii KU182754 B Rhizosphére de Sulla spinosissima 0.432+0.07
LMR249 Pseudarthrobacter siccitolerans KU182755 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 2.31+0.1 66.66+1.6 0.402+0.1
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans KU182756 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 0 127+0.1 0.025+0.03
LMR251 Enterobacter ludwigii KU182757 B Sol nu 12.86+1.2 0.0208+0.4
LMR252 Bacillus vallismortis KU182758 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 10.48+1.4

LMR253 Bacillus aerius KU182759 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 9.65+0.33

LMR254 Massilia timonae KU182760 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 7.69+1.24 8.46+0.86

LMR255 Agrococcus jenensis KU182761 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 9.17£1.2

LMR256 Agrococcus jenensis KU182762 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 15.83+2.05

LMR257 Agrococcus citreus KU182763 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 27.38+1.41

LMR258 Bacillus aerius KU182764 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 17.62+0.2 0,029+0.055
LMR259 Bacillus aerius KU182765 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 3.22+0.1

LMR260 Bacillus aerius KU182766 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 8.69+0.112

LMR261 Bacillus nealsonii KU182767 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 6.913+0.13

LMR262 Paenibacillus lautus KU182768 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 12.7+0.8 1.79+0.034

LMR263 Paenarthrobacter nitroguajacolicus ~ KU182769 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 9.887£1.034

LMR264 Arthrobacter humicola KU182770 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 11.82+0.75

LMR265 Stenotrophomonas rhizophila KU182771 B Sol nu 0.303£0.061
LMR266 Stenotrophomonas tumulicola KU182772 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 0 19.5+1 0.132+0.08
LMR267 Stenotrophomonas chelatiphaga KU182773 B Rhizospheére de Stipa tenuissima

LMR268 Agromyces indicus KU182774 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 3.1+0.2
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6.67+0.56
70.71x1.21
0.25+0.091
14.17+0.32
5.75+0.78 7.74+0.11
7.29+0.651
0.076+0.041
10.16%1.51

48.6+0.87
2.4+0.3

4.41+0.31
144.98+0.9

0.541+0.13
0.243+0.1
0.511+0.09
13.81+1.41

19.76+0.334

21.67+1.46

3.22+0.91

107.96+3.52

13.811+0.443

134.15+0.6 0
4.294+0.223  0.178+0.043
5.36+0.93
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10.84+1.66

1.79+0.48

25.59+1.55
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67.65+0.1
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Stenotrophomonas tumulicola
Arthrobacter humicola
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Bacillus aerius
Pseudarthrobacter oxydans
Herbaspirillum seropedicae
Nocardia coeliaca
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Bacillus zhangzhouensis
Microbacterium natoriense
Pseudomonas benzenivorans
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Bacillus vallismortis

Bacillus toyonensis
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15.83+1.66
23.01+£1.72
104.03+2.817
4.77+0.65
140.81+3.87
15.49+1.21 100.1£2.77
50.75%1.55 61.78+1.98
10.48+1.54
7.03+1.312
6.55+0.67
21.07+£1.43
9.65+2.65
2.27£0.77
6.198+1.33
7.36+0.65 110.34+3.77
5.16+1.76 20.12+3.4
2.86+0.491
2.49+0.44
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0.606+0.055
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Bacillus wiedmannii
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Bacillus zanthoxyli
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Pseudarthrobacter oxydans
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3.818+0.331
21.43+1.45
36.07+2.75
9.41+0.45
0 26.67+1.2 0
16.9+1.55 104.98+3.861
104.75+2.557
10.83+1.32
18.77+£1.97
13.03+1.66
22.30+1.062
23.7+0.59
17.03+1.54
14.03+0.88

0.432+0.096




Annexe 3

Quantification de P’activitt ACC deaminase et test de fixation d’azote de souches

sélectionnées a partir des différents sites

Code Genre/espéce Numéro Sols Quantité de Fixation libre
LMR d’accession a- d’azote
ketobutyrate
(nmol h)
Pseudarthrobacter KU182755 B Stipa tenuissima 128+0.8 0
LMR249 siccitolerans
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans  KU182756 B Stipa tenuissima 4+0.5 1
LMR251 Enterobacter ludwigii KU182757 B Sol nu 0 1
LMR270 Pseudarthrobacter oxydans KU182776 B Stipa tenuissima 111+2.98 0
LMR291 Pseudarthrobacter oxydans  KU182797 OH Sulla spinosissima 71.1+1.4 1
LMR293 Bacillus simplex KU182799 OH Sulla spinosissima 93+1.55 0
LMR307 Nocardia coeliaca KU182813 OH Stipa tenuissima 8+0.44 1
Pantoea ananatis KuU182815 OH Sulla spinosissima 0 1
LMR309
LMR310 Bacillus zhangzhouensis KU182816 OH Sulla spinosissima 104+3.66 0
LMR316 Paenarthrobacter KU182822 T Sulla spinosissima 0 1
nitroguajacolicus
LMR320 Arthrobacter subterraneus KU182826 T Sol nu 0 1
LMR324  Bacillus atrophaeus KU182830 T Acacia 40+1.98 0
cyanophyla
LMR326 Bacillus wiedmannii KU182832 T Sol nu 105+2.861 0
LMR330 Bacillus atrophaeus KU182836 T Acacia 88+4.11 0
cyanophyla
LMR331 Variovorax paradoxus KU182837 T Acacia 57£1.55 0
cyanophyla
LMR333 Stenotrophomonas KU182839 T Sulla spinosissima 0 1
rhizophila
LMR335 Bacillus aerius KU182841 T Sol nu 0 1
LMR339 Rhodococcus erythropolis KU182845 T Acacia 122+3.87 0
cyanophyla
LMR340 Rhodococcus gingshengii KU182846 T Sulla spinosissima 58+2.3 1
LMR344  Bacillus tequilensis KU182850 T Sulla spinosissima 0 1
LMR348 Georgenia daeguensis KU182854 T Sol nu 20+1.63 0
LMR351 Microbacterium hominis KU182857 T Sulla spinosissima 41+1.55 0



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_731188922
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_924658838
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_927093304
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902947056

Annexe 4

Production d’enzymes lytiques par les souches



Code LMR Genre/espéce Code NCBI Pourcentege  Site Sol Chitinase  Protease Lipase Cellulase
LMR247 Bacillus toyonensis KU182753 99.89 Rhizosphere de Sulla spinosissima - 1 - 1
LMR248 Rhodococcus gingshengii KU182754 99.88 B Rhizospheére de Sulla spinosissima 1 - 1 -
LMR249 Pseudarthrobacter siccitolerans KU182755 99.24 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 1 1 1 -
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans KU182756 98.65 B Rhizosphére de Stipa tenuissima - 1 - -
LMR251 Enterobacter ludwigii KU182757 100 B Sol nu - - - 1
LMR252 Bacillus vallismortis KU182758 99.89 B Rhizosphere de Stipa tenuissima - - - 1
LMR253 Bacillus aerius KU182759 100 B Rhizosphere de Stipa tenuissima 1 1 - 1
LMR254 Massilia timonae KU182760 98.42 B Rhizosphere de Stipa tenuissima - - - -
LMR255 Agrococcus jenensis KU182761 98.84 B Rhizosphére de Stipa tenuissima - - - -
LMR256 Agrococcus jenensis KU182762 99.13 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 1 - - 1
LMR257 Agrococcus citreus KU182763 99.23 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 1 - 1 -
LMR258 Bacillus aerius KU182764 100 B Rhizosphére de Stipa tenuissima - 1 1 1
LMR259 Bacillus aerius KU182765 100 B Rhizospheére de Stipa tenuissima - - - 1
LMR260 Bacillus aerius KU182766 100 B Rhizospheére de Stipa tenuissima - 1 1 -
LMR261 Bacillus nealsonii KU182767 98.67 B Rhizosphere de Sulla spinosissima 1 1 - 1
LMR262 Paenibacillus lautus KU182768 99.54 B Rhizospheére de Stipa tenuissima - 1 - 1
LMR263 Paenarthrobacter KU182769 99.87 B Rhizosphere de Sulla spinosissima 1 1 - 1

nitroguajacolicus
LMR264 Arthrobacter humicola KU182770 99.42 B Rhizospheére de Sulla spinosissima - - - -
LMR265 Stenotrophomonas rhizophila KU182771 99.50 B Sol nu 1 - - 1
LMR266 Stenotrophomonas tumulicola KU182772 98.16 B Rhizosphére de Sulla spinosissima 1 1 1 1
LMR267 Stenotrophomonas chelatiphaga KU182773 99.49 B Rhizospheére de Stipa tenuissima 1 1 1 1
LMR268 Agromyces indicus KU182774 97.53 B Rhizosphére de Stipa tenuissima 1 1 - -
LMR269 Paenibacillus lautus KU182775 99.61 B Rhizosphere de Stipa tenuissima - 1 - 1
LMR270 Pseudarthrobacter oxydans KU182776 100 B Rhizospheére de Stipa tenuissima - - - -
LMR271 Pseudarthrobacter siccitolerans KU182777 99.86 B Rhizosphere de Stipa tenuissima 1 - - -
LMR272 Bacillus zhangzhouensis KU182778 99.88 B Rhizospheére de Stipa tenuissima - 1 - -
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Annexe 5
Résultats de I’étude de I’antagonisme des souches bactériennes sélectionnées vis-a-vis de Fusarium oxysporum par trois techniques

(T1 : Confrontation directe, T2 : Antagonisme des substances diffusibles, T3 : Antagonisme par des substances volatiles)



Code LMR Genre/espece Code NCBI Site Sol T1% T2% T3%
LMR247 Bacillus toyonensis KU182753 B Rhizospheére de Sulla
spinosissima
LMR248 Rhodococcus gingshengii KU182754 B Rhizosphere de Sulla 64+1.01 54.33+£1.82 43.54+1.58
spinosissima
LMR249 Pseudarthrobacter KU182755 B Rhizosphere de Stipa 76.3t1.4 83.4+2.03 67.6x£0.79
siccitolerans tenuissima
LMR250 Pseudarthrobacter oxydans KU182756 B Rhizospheére de Stipa 60.5+0.55 58.9+0.89 55+1.1
tenuissima
LMR251 Enterobacter ludwigii KU182757 B Sol nu
LMR252 Bacillus vallismortis KU182758 B Rhizosphere de Stipa 81.5+5.7 76£2.441 71.34+4.61
tenuissima
LMR253 Bacillus aerius KU182759 B Rhizosphére de Stipa
tenuissima
LMR254 Massilia timonae KU182760 B Rhizosphere de Stipa
tenuissima
LMR255 Agrococcus jenensis KU182761 B Rhizosphére de Stipa 56.3+3.66 57.4+2.89 64.6+4.59
tenuissima
LMR256 Agrococcus jenensis KU182762 B Rhizosphére de Stipa 43.4+3.66 40.1+3.66 53.22+6.5
tenuissima
LMR257 Agrococcus citreus KU182763 B Rhizosphere de Stipa 67.4+7.83 66.3+4.22 56.3+1.66
tenuissima
LMR258 Bacillus aerius KU182764 B 75.4+1.22 77+£5.33 75.29+1.3
LMR259 Bacillus aerius KU182765 B Rhizosphére de Stipa
tenuissima
LMR260 Bacillus aerius KU182766 B Rhizosphere de Stipa
tenuissima
LMR261 Bacillus nealsonii KU182767 B Rhizosphere de Sulla
spinosissima
LMR262 Paenibacillus lautus KU182768 B Rhizospheére de Stipa
tenuissima
LMR263 Paenarthrobacter KU182769 B Rhizosphere de Sulla
nitroguajacolicus spinosissima
LMR264 Arthrobacter humicola KU182770 B Rhizosphére de Sulla

spinosissima




LMR265 Stenotrophomonas KU182771 B Sol nu
rhizophila
LMR266 Stenotrophomonas KU182772 B Rhizosphere de Sulla
tumulicola spinosissima
LMR267 Stenotrophomonas KU182773 B Rhizosphere de Stipa
chelatiphaga tenuissima
LMR268 Agromyces indicus KU182774 B Rhizospheére de Stipa 79.1+£7.81 79.4+4.23 75.29+2.33
tenuissima
LMR269 Paenibacillus lautus KU182775 B Rhizosphére de Stipa
tenuissima
LMR270 Pseudarthrobacter oxydans KU182776 B Rhizospheére de Stipa
tenuissima
LMR271 Pseudarthrobacter KU182777 B Rhizosphére de Stipa 74.1+£2 .37 100 80.1+1.21
siccitolerans tenuissima
LMR272 Bacillus zhangzhouensis KU182778 B Rhizospheére de Stipa
tenuissima
LMR273 Kocuria rosea KU182779 B Rhizosphére de Stipa
tenuissima
LMR274 Bacillus aerius KU182780 B Sol nu 10+1.44
LMR275 Bacillus simplex KU182781 B Sol nu
LMR276 Acinetobacter baumannii KU182782 B Sol nu
LMR277 Pseudarthrobacter KU182783 B Rhizosphere de Sulla
siccitolerans spinosissima
LMR278 Arthrobacter humicola KU182784 B Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR279 Bacillus mojavensis KU182785 B Rhizosphere de Stipa
tenuissima
LMR280 Rhodococcus erythropolis KU182786 B Rhizosphére de Sulla 12+0.98
spinosissima
LMR281 Bacillus zanthoxyli KU182787 B Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR282 Stenotrophomonas KU182788 OH Rhizosphére de Sulla 11.7+1.4
rhizophila spinosissima
LMR283 Pseudomonas KU182789 OH Rhizosphére de Sulla
brassicacearum spinosissima
LMR284 Pseudarthrobacter oxydans KU182790 OH Sol nu




LMR285 Stenotrophomonas KU182791 OH Rhizosphére de Stipa 41.33+2.54 54.89+1.441 60.54+2.03
tumulicola tenuissima
LMR286 Bacillus wiedmannii KU182792 OH Rhizosphere de Stipa
tenuissima
LMR287 Bacillus tequilensis KU182793 OH Rhizosphere de Stipa
tenuissima
LMR288 Bacillus endophyticus KU182794 OH Rhizospheére de Stipa
tenuissima
LMR289 Curtobacterium KU182795 OH Rhizosphére de Sulla
flaccumfaciens spinosissima
LMR290 Bacillus atrophaeus KU182796 OH Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR291 Pseudarthrobacter oxydans KU182797 OH Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR292 Bacillus atrophaeus KU182798 OH Rhizosphére de Sulla 12.5+2.4 100
spinosissima
LMR293 Bacillus simplex KU182799 OH Rhizosphére de Sulla 80+1.8
spinosissima
LMR294 Pseudomonas KU182800 OH Rhizosphere de Sulla 81.4+3 84.2+2.5 37.5£2.53
brassicacearum spinosissima
LMR295 Massilia agri KU182801 OH Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR296 Paenarthrobacter KU182802 OH Rhizosphere de Sulla
nitroguajacolicus spinosissima
LMR297 Bacillus mojavensis KU182803 OH Sol nu
LMR298 Pantoea stewartii KU182804 OH Sol nu
LMR299 Stenotrophomonas KU182805 OH Rhizosphere de Stipa
chelatiphaga tenuissima
LMR300 Bacillus atrophaeus KU182806 OH Rhizospheére de Stipa
tenuissima
LMR301 Stenotrophomonas KU182807 OH Sol nu
tumulicola
LMR302 Arthrobacter humicola KU182808 OH Rhizospheére de Stipa 87.6+2.33 78+1.56 100
tenuissima
LMR303 Pseudarthrobacter KU182809 OH Rhizosphére de Sulla 79.41+1.01 94.11+0.7 92.9+1.8
siccitolerans spinosissima
LMR304 Bacillus aerius KU182810 OH Rhizosphére de Sulla

spinosissima




LMR305 Pseudarthrobacter oxydans KU182811 OH Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR306 Herbaspirillum seropedicae KU182812 OH Rhizosphere de Sulla
spinosissima
LMR307 Nocardia coeliaca KU182813 OH Rhizosphere de Stipa 52.45+1.5 43.1+2.431 61.75+1.44
tenuissima
LMR308 Alcaligenes faecalis KU182814 OH Rhizosphere de Sulla
spinosissima
LMR309 Pantoea ananatis KU182815 OH Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR310 Bacillus zhangzhouensis KU182816 OH Rhizosphére de Sulla 37.5%3 56.2+3.2
spinosissima
LMR311 Microbacterium natoriense KU182817 OH Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR312 Pseudomonas benzenivorans =~ KU182818 T Rhizospheére de Sulla
spinosissima
LMR313 Paenarthrobacter KU182819 T Rhizosphére de Sulla
nitroguajacolicus spinosissima
LMR314 Bacillus vallismortis KU182820 T Rhizosphere de Sulla
spinosissima
LMR315 Bacillus mojavensis KU182821 T Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR316 Paenarthrobacter KU182822 T Rhizosphere de Sulla
nitroguajacolicus spinosissima
LMR317 [Brevibacterium] KU182823 T Rhizosphére de Sulla
frigoritolerans spinosissima
LMR318 Bacillus zhangzhouensis KU182824 T Sol nu
LMR319 Bacillus zhangzhouensis KU182825 T Sol nu ‘
LMR320 Arthrobacter subterraneus KU182826 T Sol nu
LMR321 Paenarthrobacter KU182827 T Rhizospheére d’Acacia 55.6+4.66 ‘ 49.3+1.7 43.5+1.33
nitroguajacolicus cyanophylla
LMR322 Bacillus vallismortis KU182828 T Rhizosphére d’Acacia
cyanophylla
LMR323 Bacillus toyonensis KU182829 T Rhizosphére d’Acacia ‘
cyanophylla
LMR324 Bacillus atrophaeus KU182830 T Rhizosphére d’Acacia

cyanophylla




LMR325 Stenotrophomonas KU182831 T Rhizosphére d’Acacia
tumulicola cyanophylla
LMR326 Bacillus wiedmannii KU182832 T Solnu
LMR327 Stenotrophomonas KU182833 T Rhizosphére de Sulla
rhizophila spinosissima
LMR328 Stenotrophomonas KU182834 T Rhizosphére de Sulla
rhizophila spinosissima
LMR329 Stenotrophomonas KU182835 T Rhizosphére d’Acacia
tumulicola cyanophylla
LMR330 Bacillus atrophaeus KU182836 T Rhizosphére d’Acacia
cyanophylla
LMR331 Variovorax paradoxus KU182837 T Rhizosphere d’Acacia
cyanophylla
LMR332 Variovorax guangxiensis KU182838 T Rhizosphére d’Acacia
cyanophylla
LMR333 Stenotrophomonas KU182839 T Rhizosphére de Sulla 90+1.5 12.543.5 62.5+2.3
rhizophila spinosissima
LMR334 Bacillus wiedmannii KU182840 T Sol nu
LMR335 Bacillus aerius KU182841 T Sol nu
LMR336 Bacillus aerius KU182842 T Sol nu
LMR337 Bacillus zanthoxyli KU182843 T Sol nu
LMR338 Paenarthrobacter KU182844 T Rhizosphere d’Acacia
nitroguajacolicus cyanophylla
LMR339 Rhodococcus erythropolis KU182845 T Rhizosphere d’Acacia 54.11+2.44 91.41+1.92 70.58+3.65
cyanophylla
LMR340 Rhodococcus gingshengii KU182846 T Rhizosphére de Sulla 90.5+1.6
spinosissima
LMR341 Rhodococcus erythropolis KU182847 T Rhizosphere de Sulla 68.3+3.4 82.9+2.6 36.2+2.7
spinosissima
LMR342 Enterobacter ludwigii KU182848 T Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR343 Curtobacterium KU182849 T Rhizosphére de Sulla
flaccumfaciens spinosissima
LMR344 Bacillus tequilensis KU182850 T Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR345 Bacillus tequilensis KU182851 T Rhizosphére de Sulla

spinosissima




LMR346 Bacillus tequilensis KU182852 Rhizosphére de Sulla
spinosissima
LMR347 Stenotrophomonas KU182853 Rhizosphere de Sulla
rhizophila spinosissima
LMR348 Georgenia daeguensis KU182854 Sol nu
LMR349 Pseudarthrobacter oxydans KU182855 Sol nu 45.3+1.54 56.3+5.9 54+4.33
LMR350 Bacillus vallismortis KU182856 Rhizosphere de Sulla
spinosissima
LMR351 Microbacterium hominis KU182857 Rhizosphere de Sulla
spinosissima
LMR352 Streptomyces chartreusis KU182858 Sol nu




Annexe 6

Mise en évidence de la production d’auxine

Milieu YEM-try

Mannitol 59
Extrait de levure 19
K2HPQg4, 3H20 04649
KH2PO4 0.12g
MgSOs, 7H20 0.2¢9
NaCl 0.1g
Tryptophane 059
Eau distillée 1L

Pour le YEM solide, ajouter 15g d’Agar par litre

Stériliser par autoclavage a 121°C pendant 20min.

Préparation du réactif de Salkowsky

Composition globale :

FeCls 209
Acide Sulfurique 421.9 ml
Eau distillée 1000 ml

Préparation :
Dans un erlenmeyer placé dans un bain d’eau froide :

- Verser 2g de FeClz dans 50 ml d’eau stérile, puis mélanger

- Apres dissolution complete du chlorure ferrique, verser lentement 42.19 ml d’acide
sulfurique concentré en agitant constamment avec une baguette de verre.

- Laisser reposer jusqu’a ce que le mélange soit froid, puis ajouter 50ml d’eau distillée.



Annexe 7

Mise évidence de la solubilisation de phosphate inorganique

Milieu PVK

Glucose 19
KCI 0.02g
MgSOs, 7H20 0.01g
FeSO4, 7TH20 Traces
MnSOg, 7H20 Traces
Phosphate naturel broyé 0,59
(NH4)2 SO4 0.05g
Extrait de levure 0.01g
pH 6.7

Volume final=1000ml

Réactif VVanadate-Molybhdate

Solution A:

(NH4)M07024, 4H,0 259
Eau distillée 400ml
Solution B:

NH4sVO3 1.25g
Eau distillée 300ml

Dans un bécher, on chauffe de I'eau distillée jusqu'a ébullition, puis on rajoute du NH4VOs et
on laisse le bécher en ébullition.
Apreés refroidissement de cette solution, on ajoute sous la hotte chimique 250ml d'acide

nitrique concentré (60%) et on compléte I'ensemble des deux solutions (A+B) jusqu'a 1 litre.



Annexe 8

Mise en évidence de la production des sidérophores
Milieu modi

Mannitol 10g

Sodium glutamate  1g

NaCl 0.1g
MgS04.7H20 0.29
K2HPO4 0.59
NH4NO3 19

EAU DISTILLEE  1litre

Reactif de CAS

Solution 1

HDTMA (hexa-decyl tri-methyl ammonium bromide) a 10mM (« 36.4mg/10ml d’eau distillée).
Solution 2

FeCl3.6H20 a ImM a préparer dans I’HCl a 10mM (27mg de FeCl3 + 0.083ml HCl a 37%)
dans 100ml d’eau.

Solution 3
CAS (chrome azurol S) a 2mM.
Solution 4

Pipérasine neutralizée (4.307g de pipérasine anhydre dans 20 ml d’eau + 6.25ml de HCI 12N
ou 7.4 ml de HCI & 37%).



Annexe 9
ACC déaminase

- Le culot de cellules bactériennes préparées, a été mis en suspension avec 1 ml de Tris-HClI,
pH 7.6 (0.1 M), et transféré dans un microtube de 1.5 ml.

- Les microtubes sont centrifugés a 16 000 g pendant 5 min et le surnageant a été éliminé. Apres,
le culot est mis en suspension dans 600 pl de Tris-HCI, pH 8.5 (0.1 M), puis 30 pl de toluene

sont ajoutés a la suspension de cellules et mélangé vigoureusement pendant 30 secondes.

-Un aliquote de 200 ml de "cellules™ toluenizées sont placées dans un nouveau microtube et 20
pl de 0.5 M ACC ont été ajoutés a la suspension.

- Agiter au vortex brievement, puis incubées a 30 °C pendant 15 minutes.

- Ajout de 1 ml de HCI 0.56 M, le mélange a été agité et centrifugé pendant 5 mina 16 000 g a

température ambiante.
- 1 ml du surnageant agité au vortex est suplémenté avec 800 ul de HCI 0.56 M.

- 300 pl de réactif de 2,4 dinitrophénylhydrazine (0.2% de 2,4-dinitrophénylhydrazine dans
HCI 2 M) est ajouté a des tubes en verre, puis incubés a 30 °C pendant 30 min.

- Ajout de 2 ml de NaOH 2 N, et mesure de I'absorbance du mélange a 540 nm. Toutes les

mesures sont effectuées en triple.

- Une courbe standard de 1'a-kétobutyrate comprise entre 0.1 et 1.0 mmol a été préparé.



