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Résumé :

Cette étude bibliographique consiste a mettre en évidence 1’effet des métaux lourds sur
I’émergence de populations bactériennes multi-résistantes dans le sol de la rhizosphere de
plante légumineuse .De voir I’intéréts des rhizobactéries dans la lutte contre la pollution
aux métaux lourds dans le sol et quelques les techniques employés pour 1’isolement et
1I’étude de ses souches.

Mots clés : rhizosphere, sol, rhizobactéries, Métaux lourds, interaction, résistante.



Abstract:

This bibliographic study consists of highlighting the effect of heavy metals on the
emergence of multi-resistant bacterial populations in the soil of the rhizosphere of
leguminous plant. To see the interests of rhizobacteria in the fight against pollution with
heavy metals In the soil and some techniques used for the isolation and study of its strains.
Key words: rhizosphere, soil, rhizobacteria, Heavy metals, interaction, resistant.
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Glossaire

Aérobie : Capacité d’un organisme ou microorganisme de se développer dans 1'air ambiant
et plus particulierement dans un milieu saturé en oxygéne.

Bioremédiation : Ensemble de techniques consistant a augmenter la biodégradation ou la
biotransformation de polluants dans I'environnement grace a des processus biologiques.
Bacille : Bactérie en forme de batonnet, par opposition aux coques qui sont sphériques.
Bactérie hétérotrophe : Bactérie capable d’utiliser des molécules organiques comme
source de carbone, en opposition aux bactéries autotrophes qui utilisent le dioxyde carbone
(CO2). E. coli constitue le seul membre de ce groupe.

Chimiolithotrophes : sont des bactéries, qui utilisent soit des molécules organiques, soit
des composés minéraux comme source d'énergie et des composés minéraux oxydants
(NO3, 02..) comme donneurs d'électrons.
Coloration Gram : Technique de coloration des bactéries permettant de les classer en
deux familles selon la composition de leur paroi. Les bactéries a Gram positif apparaissent
mauves et leur paroi est composée d'une épaisse couche de peptidoglycane dans laquelle
sont insérés des acides teichoiques. Les bactéries a Gram négatif apparaissent roses et leur
paroi est composée d'une mince couche de peptidoglycane entre la membrane interne et la
membrane externe.

Meétaux lourds : Eléments métalliqgues ayant une masse volumique supérieure a une
certaine valeur (4000- 5000 pg/m3) selon les auteurs.

Les PGPR ou «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » : sont des bactéries qui se
développent dans la rhizospheére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effet on

les considere comme rhizobacteries promotrice de la croissance végétale.

Vi
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Introduction :

Le sol est un compartiment de 1’écosystéme possédant de multiples fonctions comme
: support pour les organismes et microorganismes vivants, réservoir de matiére organique
et minérale, lieu de transformations, systéeme épurateur, régulateur des flux et des échanges
dans les cycles biogéochimiques (cycle de 1’azote, du carbone...) (Gobat et al., 1998). De
nombreux organismes participent a la réalisation de ces fonctions. Le sol est un
remarquable réservoir de microorganismes.

Le nombre total de cellules procaryotes vivant dans les sols est estimé & 2,6 x 10%
Whitman et al. (1998). Différents types de microorganismes sont représentés dans le sol ou
ils jouent un réle crucial dans les cycles biogéochimiques des éléments. En moyenne, on
compte 107 bactéries, 105 champignons, 105 protozoaires et 104 algues par gramme de sol
sec (Robert et Chenu, 1992). L’importance écologique des bactéries du sol ne se limite pas
a leur nombre ou a leur biomasse, méme si ces parameétres y contribuent grandement. En
effet, leur atout principal réside dans leur grande diversité génétique et fonctionnelle. La
diversité bactérienne dans le sol est en effet plus importante que celle des environnements
aquatiques (Torsvik et Ovreés, 2002).

Cette diversité est a I’origine d’un tres large éventail de propriétés physiologiques
mais aussi d’activités métaboliques et de fonctions que les bactéries peuvent accomplir
dans le sol. La diversité métabolique couplée a leur imposante biomasse font que les
bactéries du sol sont capables de métaboliser tous les composés naturels disponibles mais
aussi la majorité des composés d’origine anthropique présents dans le sol, apres un délai
nécessaire & la mise en place des voies métaboliques.

Les bactéries sont en effet les acteurs principaux des grands processus de
transformation de la maticre et des flux d’énergie dans le sol. Certaines étapes clé du cycle
des éléments ne peuvent d’ailleurs étre réalisees que par les bactéries. Leur disparition ne
permet donc plus de garantir a long terme la fertilit¢ du sol. C’est pourquoi, I’impact
écologique des métaux lourds sur les communautés bactériennes telluriques a fait I’objet de
trés nombreuses études dans ces dernieres années. Il est généralement admis que les
microorganismes sont plus sensibles aux métaux lourds que les plantes ou les animaux
vivant dans les sols pollués (Giller et al., 1998). Les impacts des métaux lourds sur les

communautés microbiennes peuvent étre abordés de diverses facons : la densité (colonie
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forming units: CFU), la taille, la structure des communautés (génétique et fonctionnelle) et
¢galement ’activité enzymatique.

L’objectif de ce projet est d’évaluer 1’effet des métaux lourds a la présence du végeétal,

sur I’émergence de populations bactériennes multi-résistantes dans le sol.
Le présent travail consisté au début a isoler des bactéries résistantes au plomb qui est un
métal lourd des plus toxiques a partir de la rhizosphére d'une plante légumineuse qui est le
petit pois a fin de faire ressortir les plus résistantes et de voir I'impacte de ce métal sur leur
croissance et le métabolisme des auxines chez ces dernieres. Certaines contraintes au
laboratoire ont fait que ce travail n'a pas pus étre mener a bout, et donc voir sa nature
modifiée en une thématique théorique en élargissant I'éventail sur les métaux lourds de
facon genérale.

Ce projet présente donc 1’originalité d’aborder la question des interactions plantes/
microorganismes telluriques du sol sous I’action des métaux lourds, et de cet objectif se
dégagent deux questions scientifiques majeures:

(1) Les métaux lourds, ont-t-ils une influence sur la plante?

(2) La réponse des communautés microbiennes (bactéries) dans un contexte complexe
plante /métaux lourds, jouent-t-elles un réle sur la croissance de la plante ?

On a essayé de répondre a ces interrogations dans ce mémoire qui est articulé autour de 4
chapitres.

Apreés une introduction :

e Le chapitre | ou I'on parle du sol et de la diversité microbienne —la rhizosphere —

rhizobactéries et leurs effets sur les plantes et les métaux lourds

e Le deuxieme chapitre parle des légumineuses de facon générale et une petite

présentation de la plante qui été au début la source d'isolement des bactéries.
e Le troisieme chapitre traite I’origine et I’impact des métaux lourds sur
I’environnement et les bactéries

e Le quatrieme chapitre s'intitules testes et technique d'isolement des rhizobactéries
résistantes aux metaux lourds qui résume les techniques employeés pour I'isolement
des souches de fagon générale

En fin une conclusion générale est émise pour traiter des principaux points de ce travail.
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Chapitre I : Le sol et les bactéries

1-Diversité microbienne du sol :

Le sol supporte une large proportion de la biodiversité terrestre. Il héberge en effet une
grande diversité d’organismes (microorganismes, animaux et végétaux) dont la plupart
sont responsables de processus de biotransformation et de transfert des éléments ou des
composés. Cette diversité biologique est associée a une importante diversité fonctionnelle
et & une grande complexité des interactions écologiques. Ainsi de nombreux processus se
déroulant dans le sol sont assurés par des organismes tres variés (bactéries, champignons,
protozoaires, racines, faune).

Les organismes du sol affectent aussi la productivité végétale, que ce soit de maniére
directe ou indirecte (modifications des cycles du carbone et des nutriments, de la structure
du sol, interactions trophiques et contrdle des parasites et pathogénes). La distribution dans
le temps et dans 1’espace des processus biologiques n’est ni aléatoire, ni homogéne. Les
activités des organismes du sol sont concentrées dans des sites généralement associés a la
disponibilité en substrats carbonés. C’est ainsi que les habitats microbiens sont associés
aux fractions organiques, aux agrégats, a la litiere en décomposition, au sol influencé par

les vers de terre et au contact étroit des racines (rhizosphere) (Lynch, 1990).
2-Structuration et stabilité du sol :

Le sol est constitué d’agrégats (combinaisons de composés organiques et minéraux)
classés selon leur taille, en macro (diamétre > 250um) et micro agrégats (diamétre <
250um). Les racines et les filaments mycéliens entrent dans les macro agrégats ; les résidus
organiques, les bactéries et les polysaccharides entrent dans les micro agrégats (Ranjard et
Richaum, 2001). L'ensemble des interactions entre les microorganismes, les racines, le sol
et I’eau provoque des modifications physicochimiques sur la structure et la stabilité
(agrégation) du sol (Haynes et Swift 1990). Les racines secrétent au niveau de I'apex un
mucilage constitué de polyméres glucidiques dont la fonction premiére est d'assurer une
protection contre la dessiccation (Baiset al., 2006).

La principale contribution des microorganismes rhizospheriques a la stabilité du sol est
associee a la production de secrétions, dont les exopolysaccharides (EPS). Ces derniers se
présentent sous forme de gels hydratés autour des cellules. Ils constituent 1’interface entre
les microorganismes et leur environnement immédiat. Les EPS participent a la formation
des agrégats bactériens et par conséquent ils aboutissent a I'amélioration de I'aération du

sol, a l'infiltration de I'eau et a la progression de la racine (Sandhyaet al., 2009).
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L'humus

La couche minérale

*

Sous-sol

Fig.1 : Lastructure du sol (Arango, 2002).

3-Rhizosphere :

Le terme rhizosphere (étymologiquement rhiza : racine,sphair :ce qui entoure) a été
proposé la premiére fois en 1904 par un chercheure allemand (Hiltner) pour décrire la zone
de sol qui entoure la racine et qui est directement ou indirectement influencée par la racine.

La rhizosphere peut étre qualifiée de moitié cachée du systéme racinaire qui luis
méme cryptique au sein de la rhizosphére, on distingue le rhizoplan, qui correspond a
I'interface sol/racine, et le sol adhérent au systeme racinaire qui est le sol restant attaché
aux racines aprés agitation vigoureuse, la racine modifie les caractéristique physico-
chimique et microbiologique du sol rhizosphérique .Cet effet résulte des prélevement
racinaire d'eau et d'elément minéraux mais surtout de la libération de composée organique.
Le volume de sol soumis a I'effet rhizosphérique est déterminé par la zone de la diffusion
des molécules organiques solubles et des composés volatils libérés par la racine..

La rhizosphere est un environnement créé par des interactions entre les exsudats
racinaires et les microorganismes (Bell-Perkins et Lynch, 2002). Cette zone d’interaction
s’étend de quelques micrométres a plus de 2 mm en dehors de la surface racinaire
(Kennedy et de Luna, 2004). De méme, la densité des bactéries est plus élevée dans la
rhizospheére que dans le sol distant des racines, il s’agit de «l’effet rhizosphére»
(Lemanceau, 1992 ; Whippes, 2001 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009). Dans la rhizosphere

sensu stricto il faut distinguer : 1’endorhizosphére (intérieur de la racine), le rhizoplan
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(surface racinaire) et I’exorhizosphére ou le sol rhizospherique (sol li¢ a la racine par
opposition au sol distant) (Gray et Smith, 2005 ; Brimecombeet al., 2008).
4-Rhizodépositions :

Une grande variété de composés organiques libérés par les plantes est trouvée dans la
rhizosphére. Elle peut étre divisée en :

4-1 Exsudats :

Les exsudats sont des composés hydrosolubles de faible poids moléculaire tels que les
sucres, les acides aminés, les acides organiques, les phytosidérophores, les flavonoides, les
hormones et les vitamines. Ils sortent de la racine en suivant le gradient de concentration
entre le cytosol de la racine et la solution du sol. La part des exsudats est la plusimportante
dans la rhizodéposition (Uren, 2007).

4-2 Substances sécrétées :

Les substances sécrétées sont des composés de poids moléculaire le plus souvent
élevé. Elles sont représentées par les mucilages, les polymeéres de carbohydrates et les
enzymes. Leur libération dans le sol est dépendante du métabolisme énergétique. Elles
jouent un réle tres important dans le maintien de la stabilité du sol (Kennedy et de Luna,
2004).

4-3 Lysats :

Les lysats sont libérés quand les cellules des tissus corticaux des racines s'autolysent,
ils incluent aussi les cellules de squamées de la coiffe et les membranes cellulaires (Bell-
Perkins et Lynch, 2002) .

4-4 Gaz:

Les gaz comme I'éthyléne, le CO, et d'autres composes volatiles sont exportés vers le
sol par respiration. Les rhizodépots impliquent un effet qualitatif et quantitatif sur la
microflore de la rhizosphére (Walker et al., 2003). Celle-ci peut soit utiliser les
biomatériaux libérés comme source d'éléments nutritifs soit étre inhibée par eux (Walker et
al., 2003 ; Brimecombeet al., 2008). Du fait de leur solubilité dans I'eau, leur mobilité,
ainsi que leur incorporation rapide dans les cellules microbiennes, les rhizodépositions
peuvent changer le taux de décomposition de la matiére organique du sol dans
I'environnement de la racine (Brimecombeet al., 2008).

On peut voir la figure suivante :
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Fig. 2:Diagramme simplifié d'une racine et des rhizodépots (Arango et Tarnawski, 2002).
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5-Les rhizobactéries :

On définit alors les bactéries associées aux racines des plantes comme les rhizobactéries.
Celles ci sont généralement des souches tres compétitives capables de coloniser le systéme
racinaire riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de développement de la plante
(Kloepper, 1993). Sont des hétérotrophes typiques, elles nécessitent donc des composés
organiques comme source d'énergie. Leurs besoins sont entierement comblés a I'intérieur
méme de la rhizosphere.

Les rhizobactéries utilisent en effet de nombreux substrats provenant de la plante: les
cellules corticales et épidermales des racines qui se détachent, les polysaccharides du
mucilage racinaire, les sucres et les acides aminés et organiques des exsudats racinaires,
etc. (Campbell et Greaves, 1990). L'abondance des bactéries dans le sol s'explique par leur
multiplication rapide et leur capacité a utiliser une grande variété de substrats comme
sources d'énergie et d'éléments nutritifs (Glick, 1995).

5.1 Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes :

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes connues sous le terme PGPR
(plant growth promoting rhizobacteria), stimulent directement la croissance de plantes en
augmentant le prélevement des éléments nutritifs du sol, en induisant et produisant des
régulateurs de croissance végétale et en activant les mécanismes de résistance induite chez
les végétaux. Elles stimulent indirectement la croissance des végétaux par leur effet
antagoniste sur la microflore néfaste, en transformant les métabolites toxiques et en
stimulant la nodulation des légumineuses par les Rhizobia. L'établissement de I'association
PGPR-plante est primordiale pour I'expression des effets bénéfiques.

Les rhizobactéries sont les bactéries ayant la capacité de coloniser les racines de fagon
intense. Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition appartiennent a
différents genres et especes dont les plus étudiés sont : Agrobacteriumradiobacter,
Azospirillumspp, Bacillus spp, Pseudomonas spp. fluorescents (Hallmannet al., 1997).
Plusieurs études sur la relation PGPR/amelioration de l'absorption des nutriments ont
conclu que Il'application des inoculations bactériennes améliorent considérablement
I’absorption du N, P, et K. En outre, le processus d'inoculation avec Azospirillumet
Bacillus spp. a montré une nette accumulation de ces minéraux dans les tissus de la plante
(Amir et al., 2005).

5.1.1 Effets directs :

e Fixation d’azote :

L’azote est parmi les éléments nutritifs nécessaires, le plus souvent limitant pour la
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Croissance des plantes. La majeure partie de cet élément se trouve sous forme d'azote
gazeux (Ny) inaccessible aux animaux et aux plantes (Pujic et Normand, 2009). La fixation
biologique de I'azote reléve uniqguement du domaine des procaryotes grace a la nitrogénase,
une enzyme catalysant la réduction de lI'azote atmosphérique en ammoniac (Weyenset al.,
2010). Quelques bactéries fixatrices d'azote sont libres dans la rhizosphere (e.g.
Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter,
Herba spirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonaset
Xanthobacter) (Tilak et al., 2005). En revanche d'autres sont en relation symbiotiques et
fixent l'azote seulement en association avec certaines plantes. Il s'agit des Rhizobia
(Rhizobium,  Bradyrhizobium,  Sinorhizobium,  Azorhizobium,  Mesorhizobium,
Allorhizobium) (Tilak et al., 2005 ; Gray et Smith, 2005) qui s'associent aux légumineuses
et des souches de Frankia, bactéries filamenteuses sporulantes associées a des plantes dites
actinorhiziennes (Gray et Smith, 2005).

e Solubilisation des phosphates :

Apres ’azote, le phosphore est 1’élément le plus limitant pour les plantes qui sont
capables seulement d'absorber ses formes solubles mono- et dibasiques (H2PO4-, HPO42-)
(Ramos Solanoet al., 2008b ; Keneniet al., 2010). Azotobacter chroococcum, Bacillus spp.
Bradyrhizobium spp. Enterobacter agglomerans, Pseudomonas putidaet Rhizobium spp.
sont des exemples de bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate inorganique en
produisant de I'acide gluconique et I'acide 2- cétogluconique (Khan et al., 2009). Elles sont
aussi capables de minéraliser le phosphate organique par I'excrétion des enzymes
extracellulaires telles les phosphatases, les phytases et C-P lyases (Kim et al., 1998
inWeyenset al., 2010)

e Production des régulateurs de la croissance végétale :

Il existe cing catégories des régulateurs de la croissance végétale : les auxines, les
gibbérellines, les cytokinines, 1’éthyléne et 1’acide abscissique (Zahiret al., 2004). L’acide
indole-3-acétique est la phytohormone la plus répandue, il joue un réle trés important dans
I'¢longation des racines et dans la prolifération des poils absorbants (Spaepenet al., 2007).
Il est produit par un grand nombre de bactéries tels Azospirillumbrasilense, Pseudomonas,
Xantomonas, Rhizobium, Enterobactercloacae (Karnwal, 2009) Aeromonasveronii,
Alcaligenespiechaudii, Rhizobium leguminosarum., Bradyrhizobiumspp.,

Agrobacteriumspp., et Comamonasacidovorans spp. (Weyenset al., 2010). Les cytokinines
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et les gibbeérellines sont impliquées dans la modification de la morphologie des plantes et
dans la stimulation de développement de la partie aérienne (van Loon,2007).
5.1.2 Effets indirects :

e Compétition pour I’espace et les nutriments :

Dans certains cas, les rhizobactéries a croissance rapide peuvent éliminer les
pathogénes fongiques par une compétition pour le carbone et les sources d’énergie
(Kamilovaet al., 2005). Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour
avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable d'instaurer une compétition
pour les nutriments dans la rhizosphere (Haas et Defago, 2005). Outre la vitesse de
croissance intrinseque, les autres propriétés renforcant la colonisation racinaire sont la
mobilité (présence d’un flagelle), le chimiotactisme, les lipopolysaccharides (LPS), la
capacité de synthétiser des vitamines et des macromolécules et la faculté d’utilisation des
composés excreétés par les racines (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

e Antibiose :

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de
Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques puissants impliquées
dans le biocontrole, par exemple I’acide cyanhydrique (HCN), la viscosamide, la
pyolutéorine, le 2,4- diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines, les
butyrolactones, les tensines et les tropolones (Defago, 1993 ; de Souzaet al., 2003 ; Haas et
Defago 2005). D'autre part I'oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine et la
xanthobacine sont produites par Bacillus spp. , Streptomyces spp. et Stenotrophomonas
spp. (Milner et al., 1996 ; Nakayamaet al., 1999). Certaines souches de PGPR ont la
capacité a dégrader les parois cellulaires fongiques a travers la production d’enzymes
hydrolytiques tels B-1,3-gluacnase, exo- et endo-polygalacturonases, pectinolyases,
cellulases et chitinases (Whippes, 2001).

e Résistance systémique induite ou ISR (Induced Systemic Resistance) :

La reconnaissance par la plante de certaines bacteries de la rhizosphére peut conduire a
une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se defendre vis-a-vis d’une attaque
par un organisme pathogéne (van Loon, 2007). Cette « immunisation » de la plante est
appelée reésistance systémique induite (ISR) (van Loonet al., 2005 ; Jourdan et al., 2008).
Ce phénomene d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries est considéré
comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des cultures
(Ramos Solanoet al., 2008a). L'ISR peut étre induite par des microorganismes variés



Chapitre I : Le sol et les bactéries

incluent des bactéries & Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des bactéries a Gram
négatif appartenant au genre Pseudomonas (fluorescens, putida, aeruginosa), et aux
entérobactéries comme Serratia (marcesens, plymuthica) ou Pantoeaagglomerans

(Jourdanetal., 2008).
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1- Généralites :

Les légumineuses (ou Fabacées) constituent une immense famille de plantes dont le
seul caractére commun est de produire des ayant un ovaire libre, constitué par une seul
carpelle qui donne un fruit appelé gousse ou légume. On compte 475 genres et environ
16400 especes se répartissant en trois sous famille : Mimosoideae, Caesalpinoideaeet
Papilionoideae (Come et al.,2006). Les Fabacées avec 10000 especes représentent
d’ailleurs la plus grande partie des 1égumineuses (Figure 3). On y trouve des arbres, la
plupart exotiques, voire des lianes, mais surtout de nombreuses espéces herbacees vivaces
ou annuelles. (Guignard et al., 2004). Souvent volubiles et grimpantes, soit par
enroulement (Phasiolus, Physostigma), soit grace a des vrilles foliaires (Lathyrus, Pisum,
Vicia).

Beaucoup d’espéces sont cultivées pour leurs graines qui sont riches en amidon et en
protéine exemples: Féve, Haricot, Lentille, Pois, Pois chiche, Fenugrec, Lupin, et Soja, ou
en huile tel I'Arachide, les tréfles, les luzernes, le sainfoin et le lotie servent a
I’alimentation du bétail (Come et al., 2006). Les légumineuses entretiennent une relation

tres privilégiee avec la rhizosphére qui entoure leurs racines.
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Galegeae - Galega
Trifolieae — Trifolium, Melilotus, Medicago
Vicieae — Plisum, Vicia, Lens, Lathyrus
 Cicereae - Cicer
Hedysareae
Carmichaelieae
Millettieae-2 — Wisteria
Loteae « Lotus, Anthyllis, Coronilla
Robinieae — Robinia, Sesbanfa
Phasieoleae { Phaseolus, Vigna, Lablab
Psoraleae Glycine, Cajanus, Canavalia
Desmodieae
Millettieae-1
Indigofereae - /ndigofera, Cyamopsis
Bossiaeae, Mirbelieae
Sophoreae-3

Aeschynomeneae -~ Arachis
| =] Adesmieae PAPILIONOIDEAE
1

Dalbergieae — Dalbergia
Amorpheae

Genisteae -~ Genista, Lupinus
Crotalarieae, Podalyrieae
Sophoreae-2, Thermopsideae
Euchresteae

Sophoreae-2

B Brongniartieae

Sophoreae-2, Swartzieae %
Dipterygeae «

Caesalpinieae-1 %
CAESAILPINIOIDEAE
Cassieae-4 ~ Ceraronia *

Caesalpinieae-2

- Leucaena, Acacia
5 Cassieae-3 ~ Senna *

Cassieae-2 - Chamaecrista
Detarieae, Macrolobleae %
Cercideae — Cercis, Baulinia %
Cassieae-1 - Dialium

Fig. 3:Classification phylogénique des Légumineuses (Guignard 2004).

La superfamille des Légumineuses (ou Fabacées) se subdivise en trois familles, les
Papilionoideae, et les Mimosoideae qui sont des familles phylogénétiquement trés

regroupées et les Caesalpinioideae, qui sont plus dispersées.

Les groupes connus pour présenter des plantes non-nodulantes sont
notés par un astérisque gris. Les deux groupes comprenant les principales lIégumineuses
d’intérét agronomique, les Galégoides et les Phaséolides, sont représentés par des encadrés.

1,2,3: Possibles origines indépendantes pour la nodulation (Doyle et al., 1998)
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2-La nodulation chez les légumineuses :

Toutes les espéces appartenant aux Légumineuses ne sont pas nodulées . Environ
20% des Papilionoideae (soit 3400 espéces) ont été testées pour leur aptitude a noduler. Le
pourcentage des familles examinées capable de noduler se répartit de la fagcon suivante :
Papilionoideae (97%), Mimosoideae (90%) et Caesalpinoideae (23%) (Duhouxet al.,
2004).

Une symbiose plante

<\ / bactérie qui permet
la fixation de l'azote de
I'air grace aux bactéries
présentes dans les
nodosités !

Fig.4: Nodules dus a Rhizobium sur les racines de Serianthes calycina (Come et al.,2006)

3- Intérét agronomique des légumineuses :

Leur intérét agronomique provient en premier lieu de leur aptitude a la fixation
symbiotique de l'azote, qui leur permet de produire en abondance des protéines végétales
méme en ’absence de fertilisation azotée, d'ou leur intérét également dans le cadre d'une
agriculture "durable" (réduction des intrants, préservation et enrichissement des sols en
azote) (Journetet al., 2001). ). Elles exercent une influence tres favorable sur la fertilité des
sols grace a la symbiose fixatrice d’azote avec les souches de Rhizobium. Elles jouent par
consequent un réle primordial dans la rotation des cultures (Baudoin et al., 2001).

4- Intéréts scientifiques des légumineuses :

Les légumineuses alimentaires tiennent une part trés importante des travaux
accomplis dans des domaines aussi divers que I’agronomie, la génétique, I’entomologie, la
phytopathologie et la physiologie (Baudoin et al., 2001). Les principaux objectifs de
recherche, sur légumineuses a graines, cherchent a la fois a sécuriser la nodulation, a

assurer la complémentarité entre les voies d’assimilation et de fixation de 1’azote, et a
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assurer une meilleure remobilisation de I’azote des feuilles et des tiges vers les graines. Le
point fort des légumineuses est leur colt énergétique faible et leur faible contribution aux
gaz a effets de serre, directement liés a 1’absence de fertilisation azotée (Pinochet et al.,
2006). La réduction de la fertilisation azotée et 1’amélioration des cofits et bilans
énergétiques sont aujourd’hui un objectif commun a plusieurs filiéres dans la perspective,
non seulement d’améliorer une compétitivité économique, ou de réduire des impacts
environnementaux, mais surtout de développer des biocarburants (Pinochet et al., 2006).
5-Intérét alimentaire des légumineuses :

De nombreuses especes cultivées appartiennent a la famille des Légumineuses. Elles
constituent une source trés importante de protéines et de lipides dans I'alimentation
humaine et animale (Journetet al., 2001). Elles constituent un apport de protéines peu

colteux mais néanmoins important (18% a 30% de la graine seche) (Baudoin et al., 2001).

6-Le petit pois (Pisum sativum L) :

b
r

Fig.5 : Le petit pois (Pisum sativum L.) (Baudoin et al., 2001).

6.1 Historique de la plante :

Le petit pois (Pisum sativum L.) est une plante herbacée annuelle qui appartient a la
Sous-famille des Papilionoideae et a la famille des Fabaceae. On distingue plusieurs types
de petit pois dont les plus importants appartiennent a deux groupes : Pisum sativumcv
abyssinium dont le plant est trés grimpant et P. sativum cv sativum qui a une tige peu
grimpante. Le petit pois a son origine dans la région méditerranéenne et au moyen orient

(jusqu’ au Tibet).
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Le petit pois, aussi appelé pois potager, est I’'un des plus vieux légumes cultivés en
Europe et en Asie. En Iran, en Palestine, en Gréce ou encore en Suisse, le petit pois
était déja présent il y a 10 000 ans. au XVI°siecle quelques dizaines de variétés étaient
recenseées et plus de 360 appellations en 1925. Ce chiffre n’a pas cessé de croitre.

Le petit pois a servi méme au moine autrichien Mendel pour établir les premieres lois
de la génétique. Pendant 18 années, il a realisé des croisements dans son potager et a
constaté les variations de dimension, de forme et de couleur (Journetet al., 2001).

6.2 Morphologie de la plante :
6.2.1 Racines :

Le petit pois forme une racine principale pivotante développée et des racines
secondaires latérales. Des nodules globulaires peuvent se développer sur la racine
principale des jeunes plants (Pinochet et al., 2006).

6.2.2 Tige, feuilles et ramifications :

Le petit pois forme une tige herbacée angulaire ou cylindrique avec peu ou pas de
ramifications. Le plant est plus au moins grimpant suivant les types. La tige est constituée
de plusieurs entre-nceuds creux, souvent pourpres a la base et avec des stipules larges. 1l
forme des feuilles alternantes avec 1-3 paire de folioles et un long pétiole creux. Les
folioles opposées ou non sont rhomboides, asymétriques et pourvues de courts pétioles
(Journetet al., 2001)

6.2.3 Inflorescences et fructifications :

Les inflorescences du petit pois sont des racemes axillaires pourvus de 1-2 fleurs
blanches ou pourpres avec un pédoncule cylindrique et creux, plus ou moins long suivant
les types (1,5-12cm de long). La fleur de type papilionacé comprend 5 pétales, 5 sépales et
10 étamines. La fécondation se fait par autopollinisation.

Le fruit est une gousse a deux valves et d’une longueur de 4,5-8cm. Les gousses
contiennent en moyenne 2 a 5 graines. Les graines sont de couleur verte ou creme, brune,
orange brune ou violette. Les graines de couleur verte, jaune ou brune, sont souvent
tachetées de couleur violette. Elles sont globulaires, lisses ou ridées et pourvues d’un petit

hile elliptique qui contient des cotylédons jaunes (Pinochet et al., 2006).
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1-Généralités sur les métaux lourds :

Appelé aussi, éléments toxiques, metaux en traces ou encore éléments traces
métalliques (ETM), les définitions des métaux lourds sont multiples et dépendent du
contexte dans lequel on se situe.

Du point de vue chimique, les métaux sont les éléments de la classification périodique
formant des cations en solution.

Du point de vue physique, les métaux lourds sont définis comme étant des éléments
métalliques naturels, métaux ou dans certains cas métalloides (arsenic) provenant le plus
souvent d'un minerai ou d'un autre métal, ayant une masse volumique élevée, supérieure a
5g/cm3 (Minear et Keith, 1982). Cependant, certains métaux lourds, tel que le Zinc,
présentent une masse volumique relativement faible, inférieure a 5g/cm3 (Miquel, 2001).

Du point de vue science de la terre, les métaux lourds sont les éléments traces qui se
présentent dans tous les compartiments de I’environnement mais en trés faibles
concentrations (inférieure a 0,1%). On connait soixante-huit éléments métalliques parmi
quatre — vingt composants qui présentent une concentration dans la croQte terrestre qui ne
dépasse pas 0,1% pour chacun d’eux (Cambier et Mench, 1998). lIs sont présents en traces
d’ou I’appellation €léments traces. Et se trouvent dans le sol sous forme d’ions libres ou de
complexes solubles ou insolubles. L’ensemble de ces métaux constitue les métaux totaux
du sol. Généralement, les métaux sont peu mobiles, mais ils se transportent, changent de
forme chimique et ne se biodégradent pas. En conséquence, ils persistent longtemps dans
les sols et s’y accumulent parfois jusqu’a représenter un important pourcentage du sol
(Friendl,1990).

Du point de vue science de la vie, les métaux lourds se trouvent par définition en
concentration inférieure a 100 mg/Kg de matiére séche dans les organismes vivants,
vegétaux ou animaux, non affectés par des carences ou des toxicités (Nieboer et
Richardson, 1980 ; Coic et Coppenet, 1989 ; Loué, 1993). Ainsi, on distingue deux
catégories de métaux en fonction de leurs effets physiologiques et toxiques : Les métaux
essentiels tels que le calcium, le cobalt, le cuivre, le fer, le potassium, le magnésium, le
manganese, le nickel et le zinc. Ils jouent un rdle biologique important et servent comme
des micronutriments, des cofacteurs d’enzymes, des biocatalyseurs ou encore des
constituants de molécules comme I’hémoglobine. Ce sont des oligo-éléments essentiels et
nécessaires a de faibles doses. En quantité insuffisante, ils peuvent entrainer des carences

qui provoquent des maladies (Nies, 1999 ; Bruins et al., 2000). Le deuxiéme type sont les
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métaux toxiques qui parcontre n’ont aucun role biologique et sont non essentiels et
éventuellement toxiques (plomb, cadmium, mercure, ...) d’ou [’appellation éléments
toxiques. En effet, souvent la notion de métaux lourds est associée aux notions de pollution
et de toxicité. Ainsi, les métaux lourds sont des éléments métalliques potentiellement
toxiques a des teneurs élevées pour les systemes biologiques (Dudka et Miller, 1999 ;
Wilkinson et al., 2001). Cependant, méme les métaux essentiels peuvent s’avérer toxiques
pour diverses formes de vie, a des teneurs plus élevées. Ils ont la propriété de s’intégrer et
de s’accumuler dans la chaine alimentaire, et ainsi de devenir toxique pour I’homme,
consommateur final (Hu, 2000 ; Ibrahim et al., 2006).
1.1 L’origine des ETM (Elément Trace Métallique) :

Les ETM sont des éléments naturellement présents dans les roches et les sols. Leur
présence dans les milieux tels que I’air ou I’eau, résulte des processus naturels mais aussi
des activités humaines qui les utilisent pour leurs propriétés particuliéres ou les rejettent
indirectement dans 1’environnement (Figure 6).

1.1.1 Les sources naturelles :

La plupart des ETM sont présents naturellement dans les roches et les sols. Leur
altération naturelle, surtout lors de la pédogenese, sous I’influence des processus
physiques, chimiques et biologiques, entraine la libération des ETM dans les sols, les lacs
et les rivieres et 1’air (J&rup, 2003 ; Mohamed et al., 2011 ; Wuana et Okieimen, 2011).
Aussi, les apports aériens dont se trouvent des particules tres fines d’origine naturelle, c’est
le cas des poussieres libérées dans I’atmosphere par 1’activité des volcans, des embruns
maritimes. On pourrait y ajouter les poussiéres et les fragments de météorites trés riches en
métaux lourds. Ces apports se déposent soit sur les plantes qui peuvent les absorber soit
pénétrer dans les sols a partir de leur surface (Baize, 1997). Parmi les autres sources
naturelles, on peut citer la décomposition des végétaux et des détritus animaux, I'érosion
par le vent, la fumée des incendies de forét, les exsudats végétaux, les pulvérisations
océaniques et I’activité des sources thermales (Galloway et al., 1982 ; Schulz et Schulz,
2000).
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Apports atmosphériques

Pratiques agl.icoles Activité miniére et

Engrais meétallurgique
Pestgicidés Sol = Systéeme Activités industrielles
Amendemehts accumulateur et urbaines
organiques Stock initial = Fond

géochimique

Roches méres

Fig.6 : Origine des ETM dans le sol (robert et juste, 1999)
1.1.2 Les sources anthropiques :

Une quantit¢ importante des ETM est introduite dans 1’environnement par
I’intermédiaire des sources anthropiques (Mohamed et al., 2011 ; Wuana ET Okieimen,
2011).

Par ses diverses activités 1’homme modifie les cycles biogéochimiques des métaux
en faisant varier leurs flux naturels entre les compartiments et en transformant leur forme
physico-chimique (Tableau 1).

Parmi les sources anthropiques, on trouve l’exploitation minicre qui est I’'un des
premiers contributeurs qui a conduit & un accroissement de la pollution par les ETM. En
fait, elle génére des résidus de minerais, sous forme de fragments finement moulus ou de
particules résiduelles qui se transportent par le vent ou par 1’eau. Ils contaminent ainsi les
sols environnants et les sols alluviaux en aval. L’altération de ces fragments libére des ions
métalliques dans le sol, qui, sous cette forme, deviennent potentiellement biodisponibles
(Mansor, 2008).

D’autres sources anthropiques sont les industries, principalement métallurgiques,
pétrochimiques et électroniques (Tableau 1). Elles émettent de nombreux types de produits
polluants, de poussiéres et des aérosols, résidus de processus de transformation, notamment
des processus de combustion incompléte ou de refonte de matériaux utilisés. Aussi,

I'introduction de technologies a haute température dans les processus de fusion et de la
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combustion de combustibles fossiles (charbon, fuels...) a augmenté considérablement le
taux de libération pour certains métaux qui sont susceptibles de parcourir des centaines,
voire des milliers de kilometres a partir de leur source (Mansor,2008).

Une autre source de pollution par les ETM, les amendements agricoles incluant les
engrais organiques, les pesticides et les fertilisants en oligo-éléments (cuivre, zinc,
manganese...), les fumiers, les lisiers, les épandages divers, les boues de stations
d’épuration, les composts urbains, les produits de traitement phytosanitaires (sels de
cuivre, arséniate de plomb), etc. Ils apportent des métaux dans des sols qui en contiennent
déja. Méme si les additions a I’origine ne sont pas a des concentrations suffisamment
élevées pour étre toxiques, les seuils critiques peuvent étre atteints avec les applications
répétées (Saidi, 2004). Les processus naturels ne conduisent que rarement a des
concentrations élevées des ETM dans I'environnement contrairement aux apports
anthropiques qui s’ajoutent aux apports naturels et font augmenter d’autant les
concentrations dans les sols, les eaux et 1’air (Tableau 2) (Galloway et al., 1982). Leur
forme chimique est souvent plus disponible pour les étres vivants que celle des éléments
d’origine naturelle. Ils présentent donc, plus de risque pour les écosystéemes (Tremel-
Schaud ET Feix, 2005).

Tableau 1: les sources anthropogéniques de certains métaux lourds spécifiques dans

I’environnement (Ali et al., 2013)

ETM Sources Reéferences
As | Pesticides, préservation du bois Thangavel and Subbhuraam (2004)
Peinture, pigments, stabilisateurs plastiques, incinération de

: . . . .| Salem et al. (2000); Pulford and
Cd | matiéres plastiques contenant du cadmium, engrais

. Watson (2003)
phosphatés...
Cr | Tanneries, industries de |'acier, cendres... Khan et al. (2007)
Cu | Pesticides, engrais... Khan et al. (2007)

Memon et al. (2001); Wuana and
Okieimen (2011); Rodrigues et al.
(2012)

Libération & partir de lexploitation miniére Au-Ag, la
combustion du charbon, les déchets médicaux...

Les effluents industriels, les appareils de cuisine, les
Ni | instruments chirurgicaux, les alliages dacier, les | Tariqetal. (2006)
automobiles, les batteries...
Emission aérienne de la combustion des combustibles au | Thangavel and Subbhuraam (2004);

Pb o : o , .
plomb, fabrication des batteries, herbicides et insecticides... | Wuana and Okieimen (2011)
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Tableau 2 : les taux annuels des émissions (Galloway et al., 1982)

Emissions (10° g/an)

Métaux
Naturels Anthropiques

Antimoine (Sb) 9,8 380
Arsenic (As) 28 780
Cadmium (Cd) 2,9 35
Chrome (Cr) 580 940
Cobalt (Co) 70 ++
Curvre (Cu) 190 2600
Plomb (Pb) 59 20 000
Manganése (Mn) 6100 3200
Mercure (Hg) 0,40 110
Molybdéne (Mo) 11 510
Nickel (Ni) 280 980
Sélenium (Se) 4,1 140
Argent (Ag) 0.6 a0
Vanadium (V) 650 2100
Zinc (£n) 360 8400

Note : Emissions naturelles = sol + poussiéres volcaniques
Emission anthropogéniques =combustibles fossiles (fuels) et flux des particules
industrielles

1.2 Mobilite et disponibilité des métaux lourds dans le sol :

Dans le sol, les métaux lourds peuvent exister sous forme d’ion libre ou sous forme
liée a des particules de sol. Cependant, un métal n’est toxique pour les organismes vivants
que s’il est sous forme libre ; il est alors biodisponible. Comme tout élément chargée
positivement, les cations métalliques peuvent interagir dans le sol avec toute particule

organique ou minérale chargée négativement. L’équilibre entre les formes libres et fixées
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de I’ion va dépendre de sabiodisponibilité, directement liée a sa toxicité. Enfin, la
biodisponibilité des métaux lourds varie en fonction de plusieurs facteurs du sol.
1.2.1 La teneur en argile :

Les argiles, de par leurs propriétés physico-chimiques, jouent un role trés important
dans la disponibilité des métaux lourds. Li et Li (2000) ont montré que les métaux lourds
peuvent étre absorbés et immobilisés par les minéraux argileux ou également étre
complexes par la matiere organique du sol en formant alors un complexe organométallique
(Lamy,2002).En effet, la charge électronégative des argiles les rend aptes a contracter des
liaisons électrostatiques avec toute entité chargée positivement, comme les cations
métalliques. Ces liaisons sont réversibles et les cations fixés sont échangeables : ils
peuvent étre remplacés par d’autres cations présents dans la phase aqueuse du sol. Cette
capacité¢ d’échange de cations(CEC) exprimée en milliéquivalents pour 100 g est une
caractéristique importante de chaque argile qui conditionne grandement la biodisponibilité
d’un métal dans le sol.

122 LepH:

Le pH est un autre facteur important influencant la solubilité et la spéciation du métal
et donc sa toxicité (Babich et Stotzky, 1977a et b). Quand le pH diminue d’une unité, la
concentration des cations métalliques libres augmente d’environ un facteur 2 dans la
solution de sol et par conséquent améliore la phyto extraction (Christensen, 1984 ; Sanders,
1983 ; Sanders et al., 1986). Les organismes et les microorganismes eux-mémes peuvent
influencer la disponibilité des métaux lourds dans leur environnement proche par
acidification locale lors d’une réaction métabolique ou par la production de composés
complexant les métaux lourds (Giller et al., 1998).

1.2.3 Le potentiel redox (Eh) :

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériser les échanges d’électrons entre les
especes chimiques. Ainsi, les faibles valeurs d’Eh favorisent la dissolution des hydroxydes
et entrainent une augmentation de la concentration des métaux associés avec des
composants (Chaignon, 2001). De plus, la modification du degré d’oxydation des ligands
ou des éléments se liant avec le métal influence indirectement la solubilité des métaux
lourds. Par exemple, en conditions réductrices, les sulfates sont réduits en sulfure qui
pieégent volontiers les elements metalliques tels que Pb, Cd, Zn (Deneux-Mustin et al.,
2003).

Bien que I’influence des conditions oxydo-réductrices du sol semble trés importante au

regard de la mobilité des ¢léments métalliques, il n’en demeure pas moins que ce facteur
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apparait souvent comme secondaire par rapport au pH. En effet, pour un sol donné I’Eh
varie en fonction inverse du pH, il augmente quand le pH diminue (Deneux-Mustin et al.,
2003).

1.2.4 L’activité biologique :

La compréhension globale des phénomenes biologiques jouant sur la solubilité des
Métaux lourds dans les sols est rendue difficile par la multiplicité des actions et
interactions a tous les niveaux. Nous allons développer ici principalement 1’action des
microorganismes et des végétaux superieurs.

Parmi les microorganismes on retrouve de nombreuses populations bactériennes et
fongiques dont les activités metaboliques influencent la mobilité des métaux lourds.
Cependant, beaucoup de ces phénomenes sont également communs aux plantes. Les
principaux modes d’action sur la mobilité des polluants métalliques sont la solubilisation,
I’insolubilisation et la volatilisation

1.3 Principaux ETM:

Les éléments traces sélectionnés dans ce chapitre sont parmi les polluants métalliques

les plus fréguemment rencontrés dans les sols contaminés et étudiés.
1.3.1 L’arsenic :

C’est un ¢lément ubiquiste et quasi universel que 1’on trouve dans chacun des
réservoirs de I’environnement : roches, sols, atmosphére, hydrosphere et biosphere. C’est
le 51éme en termes d’abondance dans la couche terrestre (Dictor et al., 2004) ou sa teneur
moyenne est de 1,5 & 3 mg/kg (Leonard, 1991). Néanmoins certains charbons peuvent
atteindre des taux allant jusqu’a 1500 mg/kg (Piver, 1983).

e Toxicité :

L’arsenic est I’un des composés les plus toxiques. Classé en premicre position dans la
liste des ¢léments toxiques é€laborés par I’agence des substances toxiques (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry) (ASTDR).

Il est d'une toxicité potentielle €élevée pour I’homme du fait qu’il est facilement
absorbé par la voie digestive. Cette toxicite dépend de sa nature chimique : l'arsenic
inorganique (pure ou quand il est li¢ a I’oxygene, au chlore ou au soufre) est beaucoup plus
toxique que l'arsenic organique (quand il est chimiquement lié au carbone ou a
I'nydrogene).

L’exposition chronique a I’arsenic entraine des troubles cutanés a type

d’hyperkératose palmaire et plantaire et de pigmentation noiratre des plantes de pieds
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(maladie des pieds noirs).IL est aussi classifié comme une substance cancérigéne pour
I’homme (TremelSchaud et Feix, 2005).

Chez les plantes, I’arsenic est phytotoxique, I’ion arsénite étant plus phytotoxique que
I’ion arséniate (Oremland et Stolz, 2003). Ce dernier est un analogue chimique du
phosphate, et il est incorporé dans les cellules racinaires a travers les transporteurs de
phosphate (Zhao et al., 2009). Une fois a l'intérieur, l'arséniate peut inhiber la
phosphorylation au niveau des membranes mitochondriales (Finnegan et Chen, 2012). A
des concentrations élevées, 1’As réduit la photosynthése et le rendement des cultures en
influencant la capacité reproductive de la plante et la production du fruit (Garg et Singla,
2011). Aussi, il s’accumule dans les parties racinaires et foliaires (Bergquist et Greger,
2012).

1.3.2Le cadmium :

Le cadmium est un métal relativement rare dans la crodte terrestre (0,2 mg/kg),
67°™¢lément par ordre d’abondance dans la lithosphére. C’est un élément naturel présent
dans certains minerais sous forme d’impuretés. Il ne se trouve pas a 1’état élémentaire dans
la nature ; il est généralement présent dans des minerais de zinc ou de plomb. Il peut se
constituer suite a une altération et une érosion des roches cadmiféres et constituer
également un produit de raffinage d’autres métaux tel que le Cu, le Pb et le Zn. La
concentration normale en cadmium dans I’air et dans I’eau est de 0,001pg/m3 et 1pg/l
respectivement (Haguenoer et Furon, 1981). Dans les sols, la concentration en cadmium
est de 0,1 a 1lppm selon qu’il dérive des roches éruptives, métamorphiques ou
sédimentaires (Weissenhorn, 1994).

e Toxicité:

Le cadmium occupe la septieme position dans la liste des substances toxiques
(ASTRD, 2012). Le cadmium n’est essentiel pour aucune fonction biologique et a une
toxicité élevée pour I’homme (Perronnet et al., 2000 ; ASTDR, 2012), I’exposition
chronique excessive au cadmium peut entrainer une insuffisance rénale, une pathologie
osseuse (Itailtai, décrit au Japon), voire favoriser une hypertension artérielle. Le cadmium
est bioaccumulable et répertorié comme toxique, il est considéré comme cancérigéne pour
I’homme et il présente des effets génotoxiques (ASTDR, 2012). Il est assez mobile et
facilement disponible, il risque soit de passer dans la chaine alimentaire par 1’intermédiaire
des végétaux pour lesquelles il présente une forte phytodisponibilité, il peut s’accumuler
dans les racines ou les parties aériennes (Grant et al., 1998), comme il peut migrer en
profondeur pour aller contaminer les nappes phréatiques (Jacobs et Foreman, 2005).
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1.3.3 Le cuivre:

Le cuivre est assez fréquemment retrouvé dans la nature, par exemple sous forme de
chalcopyrite. Ses caractéristiques chimiques n’autorisent cependant pas 1’existence de
fortes concentrations dans les eaux naturelles. La composition moyenne de la crolte
terrestre en cuivre serait comprise entre 45 et 70 mg/kg selon les auteurs (Baize, 1997).

e Toxicité:

Le cuivre est un élément essentiel aussi bien pour I’homme que pour la plante (Welch
1995). Il semble poser plus de problemes de carence chez les végétaux, le beétail et
I’homme, que de toxicité. L’intoxication n’est atteinte qu’a des doses beaucoup plus
importantes. Les manifestations pathologiques chez I’homme sont plut6t liées a une
carence en cuivre qui entraine une anémie résistante au traitement par le fer, des retards de
croissance associés a des troubles du métabolisme osseux, des lésions cardiaques, des
troubles du systeme nerveux, etc. (Bourrelier et Berthelin, 1998).

Cependant, chez les plantes, le cuivre peut provoquer une phytotoxicité dans certains
cas. Il induit des symptomes de la chlorose ferrique et une diminution de 1’absorption du
fer et du phosphore (Loué, 1986). 1l induit également une réduction de la photosynthése et
une réduction de la croissance des feuilles et des racines (Pedersen et al., 2000 ; Mateos-
Naranjo et al., 2008) et diminue la nodulation des légumineuses méme a faible
concentration (Kopittke et al., 2007a). Aussi, le cuivre s’accumule dans les racines
(Pedersen et al., 2000 ; Kopittke et al., 2009). Pour cette raison, la concentration de Cu
dans les plantes est tres bien réglementée (Pefarrubia et al., 2010).

1.3.4 Le plomb :

Le plomb est présent dans la crolte terrestre et dans tous les compartiments de la
biosphére. On le trouve principalement dans des minerais comme la galene (PbS). La
concentration moyenne en plomb de la crodte terrestre serait de 1’ordre de 13 a 16 mg/kg.
D’apres Juste et al., (1995) de nombreux auteurs s’accorderaient pour affirmer que les sols
non contaminés contiendraient 10 a 30 mg/kg, tandis que les sols situés loin des centres
urbains et industriels mais affectés par des contaminations diffuses présenteraient des
concentrations comprises entre 30 et 100 mg/kg. Des concentrations supérieures a 110ppm
de plomb traduiraient I’existence d’une source polluante a proximité.

e Toxicité:

Le plomb n’est ni essentiel ni bénéfique pour les étres vivants. Il est trés toxique pour

I’homme, car il occupe la deuxieme position dans la liste des substances toxiques

(ASTDR, 2004). Ses effets concernent le systeme cardio-vasculaire, le systéme nerveux

24



Chapitre 111 : les métaux lourds

central et périphérique et le rein, voire le systéme auditif et visuel (Fergusson, 1990 ;
Plumlee et Ziegler, 2003). Le feetus et le jeune enfant sont particuliérement sensibles a
I’effet toxique neurocomportemental du plomb, caractéris€ par une baisse peu ou pas
réversible des facultés cognitives (Goyer et Clarkson, 2001). Chez les plantes, le plomb
diminue la croissance des racines spécialement les racines principales méme en présence
de faibles concentrations. Elles deviennent épaisses, courtes et trés ramifiées. Aussi, des
précipitations de plomb ont été observées dans les zones apicales chez les plantes traitées
par le plomb (Kopittke et al., 2007b,c).
1.35Lezinc:

Le zinc fait partie de la nature. La plupart des roches et de nombreux minéraux en
contiennent dans des proportions diverses. Le zinc est également présent de facon naturelle
dans l'air, I'eau et le sol. La concentration naturelle en zinc dans la cro(te terrestre varie
entre 10 et 300 mg/kg (Malle, 1992), pour une valeur moyenne de 70 mg/kg (de matiére
séche). A certains endroits, le zinc a été concentré a des niveaux beaucoup plus importants
sous l'influence de procédés géologiques et géochimiques. De telles concentrations, que
I'on retrouve a la surface de la terre et dans le sous-sol, font I'objet d'une exploitation sous
forme d’extraction de minerais. Le minéral le plus courant a base de zinc est la sphalérite
(ZnS). Le zinc métallique est produit a la fois a partir de minerais et du recyclage des
produits contenant du zinc.

e Toxicité:

Le Zn est un élément essentiel et peu toxique pour ’homme et ses dangers résultent
plutdt d’une déficience (Bourrelier et Berthelin, 1998). Bien que I’homme puisse
proportionnellement gérer des quantités importantes de cet élément, trop de zinc peut tout
de méme provoquer des probléemes de santé importants comme des irritations de la peau,
des crampes d’estomac, des vomissements, des nausées et de 1’anémie. De trés hauts
niveaux de zinc peuvent endommager le pancréas et perturber le métabolisme des protéines
(ASTDR, 2005).

Le zinc est fortement phytodisponible, et se trouve en quantité plus elevées dans les
racines que dans les parties aériennes. Il est peu phytotoxique (Long et al., 2003 ; Kim and
McBride, 2009), sauf sur les sols fortement pollués. Le zinc affecte la croissance et la
production de la matiére seche, en particulier des racines, il affecte aussi la teneur en
chlorophylle et d'autres pigments et l'efficacité photosynthétique. Il influence également la
nutrition minérale et peut entrainer une déficience en fer induisant la chlorose (Sagardoyet

al.,2009 ;Manivasagaperuma et al., 2012).
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2-Les métaux lourds dans la plante :

Parmi I’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables
aux processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthese ou
I’assimilation des macronutriments (e.g. azote, soufre... ; Kabata-Pendias et Pendias,
2001). Nombre de ces métaux, Cu, Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba sont aussi impliqués au niveau
de processus moléculaires tels que le controle de 1’expression des génes ; la biosynthése
des protéines, des acides nucléiques, des substances de croissance, de la chlorophylle et des
métabolites secondaires ; le métabolisme lipidique ou la tolérance au stress (Rengel, 1999).
En outre, certains éléments trace peuvent se présenter sous différents états d’oxydation
(e.g. Cu2+ + e- Cu+). Ils jouent ainsi un role d’accepteurs ou de donneurs d’¢électrons, trés
important dans les multiples systémes enzymatiques mettant en jeu des réactions
d’oxydoréduction (Chaignon, 2001). Ceci dit, les métaux lourds n’ont pas tous une
fonction connue a ce jour dans le métabolisme de la plante, et malgré la grande diversité
des besoins et des niveaux de tolérance aux métaux lourds chez les plantes, certains restent
considérés comme des poisons cellulaires pour lesquels les doses admissibles sont trés
faibles. On retrouve parmi les plus toxiques, Hg, Cr, Ni, Pb et Cd (Kabata-Pendias et
Pendias, 2001). lls agissent & de fortes concentrations comme un facteur de stress qui
entraine une modification de la réaction physiologique. Le terme « sensibilité » décrit les
effets du stress, qui peuvent aller jusqu’a la mort de la plante. Par opposition, le terme «
résistance » fait référence a la réaction de la plante qui lui permet de survivre face au
stress métallique et d’assurer sa descendance (Levitt, 1980). Deux stratégies principales
sont impliquées dans ce phénomeéne de résistance :

2.1 la stratégie d’évitement : par laquelle les plantes se protegent du stress
métallique en limitant leur absorption ;

2.2 la stratéegie de tolérance : (terme synonyme de resistance) qui fait référence aux
réactions permettant de limiter les effets néfastes des métaux dans 1’organisme.
3- Les métaux lourds et les bactéries :

Les métaux lourds s'introduisent dans la cellule bactérienne a l'aide de transporteurs
prévus pour les fonctions physiologiques normales de la bactérie, exemple du cadmium
:pour lequel les bactéries ont un transporteur a haute affinité et tres efficacité ( SILVER.ET
LUSK.J , 1987) : Ce transporteur est la principale voie d’entrée du cadmium chez

staphylococcus aureus
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3.1 Effets des métaux lourds sur microorganisme du sol :
3.1.1 Biomasse :

Les métaux lourds sont réputés pour leur toxicité sur la plupart des microorganismes
telluriques. Leurs effets de dénaturation des protéines ou de destruction de I’intégrité de la
membrane cellulaire affectent la croissance, la morphologie et le métabolisme de ces
membrane cellulaire affectent la croissance, la morphologie et le métabolisme de ces

microorganismes telluriques (Leita et al., 1995).

Ces altérations conduisent a des réductions de biomasse microbienne. De nombreuses
¢tudes montrent que la biomasse bactérienne d’un sol a tendance a diminuer suite a une
contamination par un métal (Kandeler et al., 1996 ; Smit et al., 1997, Baath et al., 1998 ;
Konopka et al., 1999 ; Kuperman et Carreiro, 1997 ; Kelly et al., 1999 ; Ekelund et al.,
2003). D’ailleurs méme a long terme et pour des faibles teneurs en métaux lourds, les
microorganismes ne sont pas capables de maintenir une biomasse équivalente a celle d’un
sol non pollué Giller et al. (1998). Les expérimentations de Sandaa et al. (1999) ont montré
qu’il y a une corrélation entre la diminution du nombre des génomes bactériens et les
niveaux de concentration en métaux lourds. Dans le sol non contaminé, le génome
bactérien est estimé a 16000/g de sol, dans le sol de contamination moyenne a 6400/g de

sol et de seulement 2000/g de sol dans un sol fortement contaminé (Sandaa et al., 1999).

3.1.2 Structure de la communauté microbienne :

Le stress par les métaux lourds entraine des modifications plus ou moins drastiques
dans la structure des communautés microbiennes telluriques. Les études de I’impact de
métaux lourds sur la diversité de la communauté bactérienne dans le sol ont montré surtout
une influence négative (Hirsch et al., 1993 ; Hinojosa et al., 2005 ; Moffett et al., 2003 ;
Smit et al., 1997 ; Sandaa et al., 2001).

Les bactéries et les champignons isolés a partir de sols pollués sont plus tolérants a une
forte contamination par les métaux lourds que ceux des sols non pollués (Doelman et al.,
1994 ; Huysman et al., 1994 ; Mertens et al., 2006). L’ajout de métaux lourds entraine
donc la disparition des populations les plus sensibles et subséquemment 1’adaptation des
populations les plus résistantes. Ainsi, les équilibres peuvent basculer et les dominances
s’inverser (Diaz-Roviiia et Baath, 1996).

3.1.3 Activité enzymatique :
D’autres propriétés biologiques largement étudiées dans les études d’impact

concernent les activités enzymatiques, dont les activités respiratoires. L’effet néfaste des
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métaux lourds sur les activités enzymatiques du sol a souvent été souligné (Renella et al.,
2003 ; Landi et al., 2000 ; Kandeler et al., 1996 ; Kuperman et Carreio, 1997 ; Haanstra et
Doelman, 1991 ; Hattori, 1992). La sensibilité des activités vis-a-vis des métaux peut
dépendre du type d’enzyme (Renella et al., 2003). Dans une étude portant sur I’impact de
différents métaux sur 13 enzymes impliquées dans les cycles du carbone (C), de I’azote
(N), du phosphore (P) et du soufre (S), Kandeler et al. (1996) ont montré que la réduction
de leurs activités était plus ou moins sévere : celles impliquées dans le cycle du carbone
étaient moins affectées que cellesliées aux cycles du N, P, S.

Les sols contaminés par les métaux lourds peuvent donc perdre certaines de leurs
propriétés biochimiques indispensables au bon fonctionnement de 1’écosysteme. Par
exemple, il a ¢ét¢ montré que [Dactivité déshydrogénase était réduite lors d’une
contamination par un métal (Doelman et Haanstra, 1979 ; Kelly et al., 1999 ; Kelly et Tate,
1998). Cet effet, parfois sévere, peut aller jusqu’a une réduction de 95% de D’activité
(Kelly et al., 1999). L’activité déshydrogénase étant corrélée a 1’activité respiratoire du sol,
une telle réduction peut avoir des répercussions néfastes significatives sur I’ensemble de
I’écosystéme du sol, avec une réduction de la décomposition de la matiére organique et la
perturbation des grands cycles des éléments (Kelly et al., 1999).

3.2 Interaction entre les microorganismes et les métaux lourds :

L’interaction bactéries-métaux lourds a été surtout étudiée dans les environnements
extrémes. La nature des interactions dépond du réle biologique du métal dans la cellule.
Certaines métaux lourds (Ni, CO, Zn, Fe) Sont des cofacteurs indispensables de certaines
protéines pour leur stabilisation ou leur conformation mais deviennent toxiques a haute
concentration (Monchy S.2007) , la grande variété de métaux lourds et de leurs effets
biologiques nécessite Chez la bactérie une régulation fine pour le maintien (homoeostasie)
et le contréle de leur concentration intracellulaire (Nies, 1999 ). Cette régulation évite
I’expulsion des métaux essentiels présents aux concentrations homéostatiques, ou 1’entrée
de métaux en quantité toxique. Les ions métalliques lourds entrent dans la cellule par deux
types de Voie.

1- Apparentée par une large gamme de substrats ; est rapide, indépendante du
métal, fait intervenir des porcines exprimées de maniére constituve et dépend uniquement
d’un gradient chimiosmotique au travers de la membrane bactériennes.

2- Requiert une consommation d’énergie souvent sou la forme d’hydrolyse et de
L’ATP (EX :ABC Transporteurs ) ( Monchy , S.2007).Ces systémes sont inductibles en

réponse a des besoins particuliers (Nies ET Silver, 1995).
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3.3 Mecanismes de résistance des bactéries aux ETM :

A vue de la grande variété des ETM et de leurs effets opposés, les microorganismes
doivent controler de fagon stricte la concentration intracellulaire en ETM, réguler et
maintenir 1’homéostasie (Nies, 1999) et développer des stratégies de résistance
contrebalancant I'effet des hautes concentrations en ETM. En effet, différents mécanismes
cellulaires existent et sont mis en ceuvre dans la résistance aux ETM. Ils sont résumés ci —
apres (Figure 7) :

Biosorption Bioaccumulation

Me?* —_,

Me?*

2;
2 Rétention sur

EPS liées

Biolixiviation
Métal Acide
. - —
insoluble + organigque

I <

Cellule

bactérienne —p — Me#

Me-Org soluble

M0 o — HPO, + Me2* > MeHPO,

(soluble) *
Meo0, T H,S + Me2* > MeS

(insoluble) Me2* Me-Org
Biotransformation Bio-minéralisation
Biodégradation de composés
métallo-organiques|

CO,% + Me?* > MeCO,

Fig.7 : schématisation des interactions entre les ETM et les bactéries
(extrait de la These de Desaunay, 2011).

S correspond aux groupements  réactifs présent sur la  paroi
bacterienne.Me2+correspond a un cation metallique .Org correspond a un composé
organique.

3.3.1 La bioaccumulation :

La bioaccumulation regroupe deux modes d’interaction. Le premier consiste en
I’adsorption ou la fixation des ETM dans la structure cellulaire sur des sites de liaisons
présentant des fonctions anioniques appelés groupements fonctionnels existant au niveau
de lasurface bactérienne tel que les lipopolysaccharides, les peptidoglycanes et les
phospholipides (Badot and Crini, 2007 ; Das, 2008) capables de fixer les métaux. Ce mode

est connu sous le terme de biosorption ou « passive uptake » (Malik, 2004).
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Le second consiste en ’absorption et la séquestration des ETM a Dl’intérieur des
cellules bactériennes. Elle se fait en deux temps : les ions métalliques sont initialement
adsorbés a la surface extracellulaire (mécanisme passif) puis des systemes de transport
spécialisés (protéines de transport tel que ATPases / RND /CDF), qui s’accompagnent en
général d’une dépense d’énergie (hydrolyse d’ATP) sont activés pour faire entrer le métal
a l’intérieur de la cellule (mécanisme induit) (Nies, 1999). Ce mode d’assimilation est
connu sous le terme d’absorption ou assimilation ou « active uptake » (Malik, 2004).

La séquestration peut aussi se faire sous forme de cristaux (biominéralisation) lié a une
alcalinisation du milieu résultant de I'activité cellulaire, et & la formation de carbonates a la
surface cellulaire qui, lorsqu'il y a sursaturation, cristallisent avec les ions métalliques
présents. Les cristaux formés peuvent s'adsorber de maniére non spécifique sur la paroi
extracellulaire (Diels et al., 1995 ; Podda et al., 2000).

3.3.2 La complexation :

Les microorganismes influencent la mobilité et la disponibilité des ETM par leurs
activités métaboliques, par la production de composés complexant spécifiqguement les
ETM (Giller et al., 1998), tel que les sidérophores. Ce sont des composés organiques de
faible masse moléculaire, produits par les bactéries et ayant une forte affinité pour le fer
ferrique qu’elles chélatent des phases solides 1a ou ils sont piégés et le restituent aux
bactéries productrices sous forme de complexe Fe(lll) — sidérophore (Neilands, 1993 ;
Gadd, 2004).

Cependant, il a été montré que les sidérophores sont également capables de mobiliser
d’autres métaux qui peuvent étre indésirables pour les bactéries (Birsh et Bachofen, 1990 ;
Gazs0, 2001). Les métallothionéines complexent également des métaux. Ce sont de petites
protéines, de faibles masses moléculaires riches en cystéine. Elles joueraient plusieurs
roles tels que la détoxication des métaux non essentiels comme le Cd ou le Hg, et la
détoxication et le stockage des métaux essentiels, en excés comme le Cu et le Zn (Presta et
Stillman, 1997 ; Tapia, 2004).

3.3.3 La précipitation :

La précipitation des métaux sous forme de sulfures insolubles peut se produire grace
aux bactéries sulfato-réductrices. Elles sont capables de réduire en milieu anoxique les
sulfates suite a I’oxydation des composés organiques (lactate, acétate, pyruvate) issus de la
dégradation de la matiére organique. Il se forme alors dans le sédiment de fortes quantités
de métaux sous forme de sulfures qui forment avec les ETM des phases solides quasiment

insolubles ce qui permet leur précipitation (Gadd, 2010).
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3.3.4 La Conversion enzymatique :

La conversion enzymatique consiste a convertir le métal en une forme moins toxique
ou en une autre forme qui peut étre plus facilement et plus rapidement évacuée de la
cellule. Cette transformation peut se faire par voie enzymatique, par oxydation ou par
réduction jusqu’un état d’oxydation moins toxique pour ¢éliminer les ETM comme pour le
mercure qui sous I’action d’une enzyme mercurique réductase se réduit en une forme
volatile (Silver et Phung, 1996).

Aussi la réduction du sélénium par les produits soufrés tel que le thiosulfate ou les
sulfites. Ou par une réduction dissimulatrice qu’est une réaction de réduction couplée a la
croissance des bactéries. La réduction dissimulatrice d’une substance par un organisme
signifie que cet organisme « respire » la substance. On dit aussi que la substance est
utilisée en tant qu’accepteur final d’¢lectrons dans le processus de respiration comme le
cas de certaines bactéries comme Desulfotomaculum reducens qui réduisent 1’U. Ce
dernier est utilisé comme accepteur terminal d’électrons (Tebo et Obraztsova, 1998 ; Gadd,
2000). Une autre voie de transformation est la biométhylation qui consiste en un transfert
enzymatique d’un groupement méthyle sur le métal ou le métalloide permettant sa
volatilisation dans I’atmosphére. C’est le cas de I’arsenic. En effet, certains micro—
organismes peuvent méthyles via une méthyl transférase ou déméthyler l'arsenic, et
transformer des especes inorganiques de l'arsenic considérés comme formes toxiques en
formes organiques (méthylarsines) moins réactives, et inversement (Bentley et Chasteen,
2002; Dombrowski et al., 2005). D’autres métalloides comme le sélénium, le bismuth,
I'antimoine et le tellure peuvent également étre detoxifiés par méthylation (Gadd, 1993 ;
Bentley et Chasteen, 2002 ; Chasteen et Bentley, 2003).

3.3.5 Les systéemes d’efflux :

La résistance aux ETM peut se faire aussi par un systeme d'efflux ou extrusion qui
réduit ou s’oppose a I’accumulation intracellulaire des ETM. Les mécanismes d’efflux
peuvent étre des mécanismes actifs permettant de rejeter les métaux a 1’extérieur de la
cellule par des protéines de membrane spécifiques appelés transporteurs primaires pour
lesquels, le transport est directement couplé a I'nydrolyse de I'ATP (transporteur ABC,
ATPase). Par exemple, chez Cupriavidus metallidurans CH34 la résistance aux ions Cd(11)
est due a leur expulsion active via des transporteurs CAD ATP-dépendant. Ils peuvent
également rejeter d'autres cations comme le Pb(Il) et le Zn(Il) lorsqu'ils sont présents a
forte concentration. (Mergeay et al., 2003 ; Monchy, 2007).
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Aussi, les mécanismes d’efflux font intervenir des porines secondaires exprimées
constitutivement et ils dépendent exclusivement d'un gradient de concentration
chimioosmotique entre le milieu intérieur et le milieu extérieur. C’est le cas du systéeme
d'extrusion de type antiport cation/proton utilisé pour expulser les ions Ag(l) hors de la
cellule chez Cupriavidus metallidurans CH34 (Monchy, 2007).

3.3.6 Les systémes intégrés :

Les mécanismes de résistance a de fortes concentrations en ETM font le plus souvent
appel a des opérons qui sont a I’origine d’une défense rapide et efficace de la cellule, et qui
sont trouvés sur des plasmides et des chromosomes (Bruins et al., 2000). L’un des
exemples connu des systémes de résistance est 1’opéron chromosomique ars d’Escherichia
coli qui code pour la résistance a 1’arséniate (As[V]) et I’arsénite (As[III]). Il posséde au
moins 3 genes RBC : arsR code pour une protéine de régulation ArsR et qui est un
répresseur de 1’opéron ars, controlé par la présence de 1’As [III]. Le géne arsB code une
protéine transmembranaire ArsB qui exporte 1’As [III] hors de la cellule en utilisant pour
énergie, soit lepotentiel de membrane, soit le produit de I’ATPase (ArsA) (Ji et Silver,
1992 ; Broer et al., 1993). Et le géne arsC qui code I’enzyme arséniate réductase, ou ArsC
qui réduit I’As [V] en As [Ill]. Le systéme de résistance du plasmide R773 d’Escherichia
coli quant a lui code pour 5 génes RDABC (Figure 8) (Chen et al., 1985 ; Chen et al.,
1986). Le gene arsD est toujours retrouveé sur des opérons encodant le géne arsA,
suggérant une acquisition commune des deux genes. La protéine ArsD est un second
répresseur de la régulation de I’opéron ars.Tandis qu’ArsR régule la transcription de
I’opéron ars, ArsD fonctionne en tant que répresseur secondaire. [IPermet d’éviter une
expression trop importante, ou encore d’éviter une surexpression de la protéine ArsB,
toxique en forte concentration. L’ArsA, une ATPase couplée a ArsB, c’est la protéine qui
permet grace a ’hydrolyse de I’ATP d’effectuer un efflux énergétique pour exporter 1’As

[I11] hors de la cellule bactérienne.
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Opéron ars

AS(V)

Escherichia coli R773

Fig.8 : 1a structure de ’opéron ars chez Escherichia coli R773(Bienert et al.,2008).
3.4 Bactérie résistantes aux métaux lourds :

Il existe des microorganismes qui sont capables de survivre dans des milieux naturels
contaminés par les métaux lourds a effet toxique, méme a une forte exposition (Mergeay et
al., 1985). L’une des bactéries les plus résistantes aux métaux lourds est Cupriavidus
metallidurans CH34, elle a été caractérisée comme résistante au zinc (Zn), cadmium (Cd),
cobalt (Co), et nickel (Ni) (Mergeay et al., 1985).

3.4.1 Cupriavidus metallidurans CH34 : Un modéle de tolérance aux métaux
lourds :

Cupriavidus metallidurans CH34, anciennement connue sous les noms de Wautersia
metallidurans, est une protéo bactérie isolée a la fin des années 1970 de sédiments d’un
bassin de décantation d’une usine de zinc prés de Liege en Belgique (Mergeay et al.,
1985). Cette bacterie est un bacille non sporulant, Gram négatif, opaque, aérobie-anaérobie
facultatif. Elle se développe en condition anaérobie en présence de nitrate. Elle est
également capable de se développer sous condition chimiolithotrophe en utilisant le
dihydrogene (H2) comme source d'énergie et le dioxyde de carbone (CO2) comme source
de carbone (Taghavi et al., 1997).

e Application en bioremédiation:

C. metallidurans CH34 est tolérante aux métaux lourds ainsi qu’aux composés
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aromatiques présents dans I’environnement. Elle a su s’adapter a ce stress d’ou son emploi
en bioremédiation (Diels et al., 2009). Des travaux ont été réalises afin de montrer le réle
important de C. metallidurans CH34 dans la colonisation et la décontamination de
I'environnement pollué par les métaux a des concentrations souvent toxiques pour d'autres
microorganismes. La technique la plus récente dans 1I’emploi des C. metallidurans CH34 en
bioremédiation, consiste a mettre dans le réacteur a boue Bio Métal, un sol sableux
contaminé par les métaux lourds (cadmium (Cd), Zinc (Zn), nickel (Ni), cobalt (Co) et
plomb (Pb)) (Diels et al., 2009).. Le concept général du réacteur a boue Bio Métal (BMSR)
est qu'une fois le sable inoculé par les bactéries C. metallidurans CH34 et mélangé avec
I’eau d’effluent contaminée par les métaux lourds, les bactéries précipitent les métaux et le
sable est décontaminé. Ces mémes bactéries seront réutilisées pour d’autres cycles de
dépollution.
3.4.2 Staphylococcus Xylosu :

C'est une bactérie Gram positive, anaérobies facultatives, coagulase négative a faible
pourcentage en bases G et C. Elle appartient au groupe des staphylocoques a coagulase
négatives. C’est une bactérie commensale de la peau (Planchon et al., 2006).

Cette bactérie est utilisée comme ferment pour la fabrication des produits carnés
(saucisson) et laitiers (fromage). Elle joue un réle important dans le processus de
fermentation en participant aux caractéristiques sensorielles des produits (Planchon et al.,
2006).

e Application en bioremediation :

La S. xylosus est utilisé dans plusieurs domaines de la bioremédiation. Elle est
résistantes a la forte salinité et capable de réduire 15 % de Na Cl et 40% des sels biliaires
donc cette bactérie est utilisé pour le traitement biologique des eaux usées salines (Abou-
Elelaet al., 2010).

La S. xylosus a aussi une capacité importante de dégradé le 1,2 dichlorobenzene (1,2 DCB)
et le 2,4-dichlorophénol (2,4-DCP) qui sont deux composants aromatiques utilisé dans les
produits pharmaceutique et pesticide. Cette capacité est utilisée pour la bioremédiation des
sites pollués par ces molécules nocives (Ziagovaa, 2010).
3.4.3 Serratia marcescens :
Elle appartient a la famille des Enterobacteriaceae, qui peut produire des pigments.

Elle est Gram négatif, ONPG-positives, VP-positive.
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D’une maniere générale, les especes du genre Serratia sont isolées des plantes
(Iégumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs, des insectes, de 1’eau et
du sol.

Cette bactérie est rarement pathogene, mais elle est freguemment présente dans
I’environnement hospitalier et certaines souches sont responsables d'infections
nosocomiales

e Application en bioremédiation :

Les pesticides sont des composés organiques synthétiques utilisés pour lutte contre les
ravageurs. Toutefois, lorsque des pesticides sont distribués dans I'environnement, ils
deviennent des polluants, avec des effets écologiques qui exigent des mesures correctives
(Abo-Amer, 2010).

Les pesticides dans le sol et I'eau peuvent étre dégradée par des voies biotiques et
abiotiques; Cependant, la biodégradation par les micro-organismes est le principal
mécanisme de répartition des pesticides et de désintoxication en de nombreux sols. Parmi
ces microorganismes on trouve S. marcescens qui peut dégrader complétement 50 mg de
diazinon / 1L d’un milieu minimum pendant 11 jours avec un taux de dégradation de 0,226
jours-1 (Abo-Amer, 2010).

3.4.4 Micrococcus luteus :

Est une bactérie Gram-positive, sphérique, saprophyte faisant partie de la famille des
Micrococcaceae2. Aérobie obligatoire, M. luteus est une bactérie du sol, des poussieres, de
I'eau Et de l'air et fait partie de la flore naturelle de la peau des mammiferes. La bactérie
peut aussi coloniser la bouche et des voies respiratoires supérieures humaines (Greenblat,
Baum et al. 2004). Bien que M. luteus n'est pas pathogene et est considéré comme un
contaminant naturel, cette bactérie pourrait étre un pathogéne émergeant engendrant des
maladies nosocomiales chez des patients immunodéprimés (Greenblat et al., 2004).

e Application en bioremédiation :

M. luteus a un rdle important dans la bioremédiation car elle posséde des capacités de
tolérer et utiliser les molécules organiques toxiques comme source de carbone et combine
ces activités avec la tolérance aux meétaux lourds (Sandrin et Maier, 2003). Elle est souvent
isolée des sols contamines, des hydrocarbures et de boues. M. luteus peut dégrader les

hydrocarbures et les composés oléfiniques (Zhuang et al., 2003).
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Chapitre 1V : Test et technique d’isolement des rhizobacteries résistantes aux metaux
lourds

1-Différentes approche méthodologique :

Les microorganismes sont donc susceptibles d’étre affectés par les métaux lourds au
niveau de leurs activités, leur physiologie, leur diversité, autant de perturbations pouvant
avoir des conséquences séveres sur l’ensemble de 1’écosystéme. La réponse des
microorganismes telluriques aux métaux lourds peut donc étre appréhendee a différents
niveaux, et au moyen de techniques variées, mais les interprétations ecologiques qui en
découlent seront a nuancer. Les études d’impact ont utilisé des approches globales visant a
mesurer le nombre de cellules cultivables, la biomasse, les activités enzymatiques, la
capacité métabolique, parameétres reflétant un état général des microorganismes du sol suite
a une perturbation. En complément de ces approches, des méthodes basées sur 1’analyse de
molécules bio indicatrices extraites directement du sol (ADN, ARN, phospholipides) se
sont avérées efficaces pour contourner les biais et limites habituellement associés aux
techniques de culture (White et al., 1998 ; Kozdroj et van Elsas, 2001a).

Ces approches moléculaires se déclinent en une large gamme et permettent d’explorer
plus ou moins finement la structure des communautés microbiennes et de mettre en
évidence d’éventuelles variations de cette structure en réponse a une pollution par un métal
lourd (Kozdroj et van Elsas, 2001a).

Parmi ces test on peut développer les techniques les plus utilisées au laboratoires mais
aussi les plus simples et rapides permettant une appréciation rapide de la résistance et des

activités des souches bactériennes isolées.

2- ldentification des colonies bactériennes :

- Caractérisation morphologique des colonies

Les caractéristiques culturelles des souches sont obtenues apres réalisation d’une série
de dilutions, puis a partir de chaque dilution 0,1ml sont ensemencés dans des boites de
Pétri contenant le milieu Luria-Burtani agar (LB). L’incubation se réalisée a 30°C jusqu’a
apparition des colonies. aprées vient la caractérisation des aspects morphologiques.
-ldentification biochimique

Certains tests biochimiques peuvent étre réalises pour mieux identifier les souches a
savoir : la catalase; la coloration de Gram; 1’oxydase, Voges-Proskauer et Rouge de

méthyle; la réduction de nitrate ; production de H2S et production d’indole .
3-Production d’Acide Indole Acétique (AIA) :

En plus du phototropisme, 1’AIA est impliqué dans le contréle de la croissance des

fruits, de la dominance apicale, de I’¢longation des tiges et de nombreux processus mettant
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en jeu la division et la différenciation cellulaires. L’AIA est connu pour déclencher les
divisions et de favoriser 1’apparition des racines adventives sur les boutures tout en
inhibant leur élongation (Karabaghli et al., 1997).

Le tryptophane est le précurseur de biosynthése d’AIA chez les plantes et les
microorganismes (Patil et al., 2011). Au niveau de la rhizosphére, la production de I’AIA
par les microorganismes est effectuée a partir des exsudats racinaires. Selon les niveaux de
production de I’AIA, on distingue deux groupes microbiens : les microorganismes
produisant des quantités modérées et ceux qui produisent des quantités élevees tel que
Pseudomonas sp. As-17 (106 pg/ml) et Bacillus sp. MiR-4 (92,7 pg/ml) (Ali et al., 2009).

La réponse des plantes a I’AIA exogeéne peut avoir des effets bénéfiques ou des effets
délétéres (Lambrecht et al., 2000), sachant que dans plusieurs expériences, 1’apport de
I’auxine a des concentrations supérieures a celles de la normale, montre que cet apport peut
étre considéré comme un stress (Hopkins, 2003 ; Liu et al., 1982). Selon ces résultats on
distingue des bactéries qui catabolisent I’AIA a partir d’une concentration donnée, c’est le
cas de Dietzia sp., et d’autres bactéries tel que Pseudomonas putida 1290 (Leveau et
Lindow, 2005), alors que pour d’autre bactéries, le catabolisme de cette substance peut étre
absent et la surproduction peut avoir lieu dans la rhizosphére.

L’étude du métabolisme de I’AIA par les microorganismes destiné la bio-fertilisation
présente une démarche importante afin de savoir 1’effet des microorganismes sur la
disponibilité¢ de I’AIA présent dans le sol et son implication dans la régulation de cette
hormone dans le cas d’une surproduction par la microflore rhizosphérique. La sélection
d’un bio-fertilisant avec une production modérée en AlA constitue un parametre important
pour assurer un état équilibré de la physiologie végétale.

La production d’AIA est étudiée selon plusieurs protocoles sur différents milieux dont
le milieu LB Luria-Burtani agar(LB); (g/l) : tryptone (10); extraits de levure (5); NaCl (5);
eau distillée (1000), (pH7,5) puis autoclave. Le milieu est supplémenté avec de L-
tryptophane stérilisé par filtration d’une fagon a obtenir une concentration finale de 0,1%.
Le milieu est réparti dans des tubes stériles (03 ml/tube). Aprés incubation, 1ml est
récupéré pour étre centrifuge, le surnageant obtenu est melangé avec le méme volume de
réactif de Salkowski (1 ml de FeCI3 a 0,5 mol/L et 49 ml de HCIO4 a 35%). La
quantification est effectuée a une longueur d’onde de 530 nm apres 30s de I’ajout de réactif
de Salkowski (Gumiere et al., 2014). Une courbe d’étalonnage de 1’AIA est préparée pour

estimer la quantité d’AIA produite.
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4- Solubilisation des phosphates :

Par ailleurs, le phosphore est connu comme 1’'un des minéraux nutritifs, le plus
souvent, limitant la croissance des plantes (Vessey, 2003). Dans le sol il existe deux sortes
de phosphate, le phosphate organique et inorganique, généralement sous des formes
insolubles, ce qui réduit sa disponibilité pour les plantes (Rodriguez et al., 2006). C’est la
raison pour laquelle une bactérie qui présente un pouvoir de solubilisation de phosphate est
importante. Plusieurs microorganismes solubilisent le phosphate, dont les deux espéces
Penicillium aurantiogriseum et Pseudomonas sp. (P118/89) qui présentent une capacité de
solubilisation tres élevee (Ilimer et Schinner, 1995).

La méthode décrite par Gaur (1990) permet I'évaluation de la capacité de solubilisation
des phosphates sur milieu Pikovskaya (PVK) composé en g/l, de : Glucose (10) ; Extrait
de levure (0,5) ; Ca3 (PO4)2 (5) ; (NH4)2S04 (0,5) ; NaCl (0,2) ; MgS04.7H20 (0,1) ;
KCI (0,2) ; MnSO4.H20 (0,002); FeSO4.7H20 (0,002) et agar (15), (pH= 07). tant un
milieu de base préconisé a I’isolement des microorganismes solubilisant les phosphates
insolubles, il contient du Ca3(P04)2 comme seule source de phosphate. Ce test est réalisé
par deux méthodes :

- Solubilisation des phosphates sur milieu solide

Un volume de chaque culture bactérienne de 24h est déposé a la surface du milieu
PVK puis incubé a 30°C. Un halo de transparence apparait autour des colonies ayant la
capacité de solubiliser les précipités de phosphates. Les résultats sont exprimés par la
mesure du diameétre de la zone transparente autour de la colonie (diamétre total moins le
diameétre de la colonie) permettant ainsi d’évaluer I’intensité de la solubilisation Ca3(P04)2
- Solubilisation des phosphates en milieu liquide

Pour une estimation quantitative du phosphate solubilisé Le milieu PVK liquide est
ensemencé de chaque culture bactérienne de 24h. L’incubation est effectuée a 30°C.

Les cultures sont ensuite centrifugées a 3000 rpm/15 min. La quantité de phosphate soluble
est mesurée par la méthode colorimétrique de Olsen (Olsen et Sommers, 1982). Pour ceci a
Iml du surnageant sont ajoutés 10ml d’acide chloromolybdique (12mM) et 1ml de chlorure
d’¢étain SnCl12 (5 mM). Ce volume est ajusté a 50 ml avec de 1’eau distillée. La présence
d’une couleur bleue indique la production de phosphates solubles. L’intensité de cette

couleur bleue mesurée a 620 nm est directement proportionnelle & la concentration de
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phosphates dans ’échantillon. Une courbe d’étalonnage standard est effectuée avec une
solution de KH2PO4. (Olsen et Sommers, 1995).
5- Production de sidéerophores :

La synthése des sidérophores est induite lors de la croissance en conditions limitantes
en fer. La chélation de fer par les bactéries ou champignons est un caractere tres recherché
et présente un intérét considérable en agriculture. Cette activité assure d’une part une
source de fer assimilable par la plante et d’autre part assure une compétition avec les
agents phytopathogénes surtout les champignons, un caractére recherché dans le
biocontrdle des agents phytopathogenes . La détection des sidérophores est effectuée par la
méthode CAS, ce test est devenu un outil universel pour l'analyse des sidérophores
(Raaska et al., 1993). La taille des halos oranges dorés qui apparait autour des colonies
indique l'activité des sidérophores totale (Karuna Gokarn et al., 2010) et la quantité de fer
chassée. Ce test est basé sur I'échange compétitive de Fe3+ a partir d'un indicateur coloré,
chrome azurol-S (CAS) (Raaska et al., 1993). (Miethke et Marahiel, 2007). .
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Conclusion :

Cette étude a fait ressortir ’intérét des bactéries du sol dans la rhizosphere ,
I’interaction avec les plantes et I’intérét qu’elle leur apporte. Ainsi que le role primordiale
qu’elles jouent dans le maintient de 1’équilibre des écosystémes.

L’intérét des bactéries des sols résistants aux métaux lourds réside surtout dans le
domaine agricole ou elles peuvent étre considérées comme agent fertilisant mais aussi
comme élément de bioremédiation dans les conditions extrémes de pollution.

Plusieurs techniques et testes peuvent nous faire apprécier la résistance de ces dernier
et surtout les techniques de dosage des activités enzymatiques de ces bactéries.

En fin la solution biologique bioremédiation reste le meilleur moyen de lutte contre la

pollution et ceci a tout les niveaux.
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