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Résumé

La technique de bioaugmentation est une voie possible de dépollution de ces matrices
contaminées soit directement soit en fin de traitement. L’objectif de cette étude est I’identifier
une symbiose légumineuse-bactéries bénéfiques isolée de la rhizosphere de Peganum harmala
pour la bio-augmentation du sol contaminé par les métaux lourds, I’amélioration de la fertilité
et de la qualité de ces sols. Nous avons planté le Cicer arietinum L dans des sols contaminés
par le plomb (800ppm), et le cadmium (12 ppm), inoculées par des souches bactériennes
isolées depuis le sol, et les racines de Peganum harmala. Les résultats ont montré que I’effet
bénéfique des souches sur les ramifications des tiges, des racines, la croissance de la partie
aerienne et la partie racinaire des plantules de pois chiches et ce méme sous stress métallique.
D’un autre part, I’effet stimulateur de la croissance agit sur la biomasse végétale, la surface

foliaire et la teneur totale des protéines et du sucre.

Mots clés : Légumineuse, bactéries, bio-augmentation, Piganum harmala, métaux lourds,

stress métallique.



Abstract

The technique of bioaugmentation is a possible remediation of these contaminated matrices
either directly or at the end of treatment. The objective of this study is to identify a beneficial
legume-bacterial symbiosis isolated from the rhizosphere of Piganum harmala for the purpose
of bio-augmentation of soil contaminated by heavy metals, improvement of the fertility and
quality of these soils. Cicer arietinum L was planted in soils contaminated with lead
(800ppm), and cadmium (12ppm), inoculated with bacterial strains isolated from the soil, and
the roots of Piganum harmala. The results showed that the beneficial effect of the strains on
the ramifications of the stems, the roots, the growth of the aerial part and the root part of the
seedlings of chickpeas and this even under metal stress. On the other hand, the growth-
stimulating effect affects plant biomass, leaf area and total protein and sugar content.

Key words: Legumes, bacteria, bio-augmentation, Piganum harmala, heavy metals, stress in

metals.
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Introduction

Au fil des siécles, les activités anthropiques telles que les procédés métallurgiques, la
combustion de combustibles fossiles, la production industrielle, les activités agricoles et
I'exploitation miniére ont entrainé une élévation des teneurs en métaux lourds. Donc, une

vaste contamination qui menace le bien-étre de I'environnement mondial d'aujourd'hui.

Pour les pays émergents, le probleme de la pollution des sols est aujourd'hui trés
préoccupant, car considéré comme une menace pour la production végétale et les cultures
agricoles (Jean-Noél, 2003). Métaux lourds tels que le plomb, le cadmium, le cuivre, le zinc
et le mercure. Non biodégradable, il peut donc persister longtemps dans I'environnement. De
plus, ils sont continuellement ajoutés au sol par diverses activites (Sophie, 2010).

Il existe plusieurs technologies de décontamination des sols contaminés par les
métaux lourds, néanmoins toutes ne sont pas applicables dans toutes les conditions (Nouri et
al., 2016). Parmi ces technologies figurent, les techniques de bio-augmentation telles que
I'exploitation des propriétés de décontamination par des micro-organismes endogénes ou
exogenes (principalement des bactéries, mais aussi des champignons) dans les terres
contaminées (Boupathy, 2000), ou ces micro-organismes jouent un rdle dans la croissance
des plantes et maintiennent leur santé (PGPR), car elles ont des mécanismes directs pour
favoriser l'absorption des éléments nutritifs par les plantes ou augmenter l'utilisation des
éléments nutritifs par la fixation de l'azote, la minéralisation des composés organiques, la
dissolution des éléments nutritifs minéraux et la production de phytohormones (Ahmari,
2021)

Dans cette étude, nous cherchons les effets des techniques de bio-augmentation sur la
décontamination et la dépollution des sols contaminés par les éléments traces métallique, nous
avons cultivé la plante Cicer arietinum L variété Flip90 dans un sol contaminé par du plomb
(800 ppm) et du cadmium (12 ppm) inoculé avec des bactéries que nous avons isolées du sol
et des racines de la plante de Peganum harmala puis on a analysé quelques parametres

morphologiques, biochimique et physicochimique du cette plante.
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1. Généralité sur les légumineuses
1.1. Définition de la légumineuse

Les légumineuses, de leur nom latin leguminosous, sont issues du mot legumen qui
signifie «légume». Ainsi, en botanique, «légumineuse» désigne une variété particuliére de
légume. Comme pour les légumes, les légumineuses se cultivent dans la terre. Elles ont des
grains qui font partie de la famille des Leguminosae ou Fabaceae. Le terme « légumineuses a
grains » fait généralement référence aux especes de plantes qu’on cultive principalement pour
leurs grains séches et qu’on utilise pour la consommation humaine ou animale (Parthiba,
2013). Une des plus importantes familles de dicotylédones, c’est la famille végétale qui
fournit le plus grand nombre d’espéces utiles & I’homme, qu’elles soient alimentaires,
industrielles ou médicinales, parmi lesquelles les herbes, les arbres, les arbustes ou la vigne.
Cette famille regroupe une importante variété d’espéces végétales cultivées partout dans le
monde : le soja, I’arachide, le haricot, les pois, les feves et les lentilles. Sont les legumineuses

les plus cultivées (Fernand, 1967).
1.2. Taxonomie et origine

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille botanique
des Fabacées, qui représente la troisieme famille de plantes par le nombre d’espéces a savoir
18 000 référencees, apres les Astéracées et les Orchidées. La plupart des légumineuses
cultivées appartiennent aux deux sous-familles : les Faboideae et les Papilionoideae, et plus
précisement aux tribus des Fabeae, des Phaseoleae et des Trifolieae (Schneider, 2015).
Les légumineuses ont été parmi les premieres especes a étre domestiquées. Le croissant
fertile, qui contient encore quelques vestiges archéologiques datant d'environ 12 000 ans an.
Les anciens écrits romains rapportent de nombreux Les légumineuses céréalieres dans les

rations, qu'ils s'agissent de légumineuses, de lentilles ou pois (Tivoli et al., 2010).
1.3. Morphologie des légumineuses
1.3.1. Partie aérienne

Les feuilles des légumineuses sont constituées de plusieurs folioles avec des stipules a
la base du pétiole. La plupart des genres impliqués dans la production fourragére sont des
plantes a trois feuilles (luzerne, trefle, etc.), a I'exception de la premiére feuille généralement

plus simple (plantes a une seule feuille). Chaque légumineuse peut développer plusieurs
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branches a partir de bourgeons situés au niveau du collet. Inflorescences en grappes ou
capitules a nombreuses fleurs et fruits en gousses contenant plusieurs graines (Doree, 2000).

1.3.2. Partie racinaire

C'est généralement le type de rotation. Cette méthode d'enracinement garantit une
bonne Colonisation des couches profondes du sol. Par exemple racine de luzerne Les sols
peuvent étre exploités jusqu'a une profondeur d'un metre. Un de La caractéristique la plus
distinctive des légumineuses est la présence des racines Nodules racinaires contenant des
rhizobiums, bactéries qui vivent en symbiose avec les plantes (Huyghe, 2005). La symbiose
rhizobium-légumineuse se produit lorsque des bactéries se forment Facteurs de nodulation
que les plantes peuvent reconnaitre (facteurs dits de nodulation) cette particularité permet la
production d'aliments abondants Aucun apport d'azote par aucun engrais azoté (Allumend et
al., 2005) .

1.4. L’importance et la production de légumineuse
1.4.1. Dans le monde

Les légumineuses sont une culture qui est récoltée pour obtenir des grains secs.
Repreésenté par environ 13 000 espéces réparties dans le monde. Malgré leur grand nombre,
seules 12 000 espéces ont une valeur économique. La famille des papillons est la plus

représentative (environ 10 000 especes) est utilisée par 'homme (Malekhessou, 2020).
1.4.2. En Algeérie

En Algérie, les légumineuses alimentaires font partie du paysage agricole depuis des
millénaires. Les haricots secs, les lentilles et les pois sont les types des plus connus et les plus

consommés (Abdelguerfi, 2002)

Malgré c¢a, la culture des légumineuses en Algérie n'a pas recu une attention suffisante,
car elle a atteint une superficie totale de 82 301 hectares dans les années entre 1993 et 2002.
En conséquence, la production algérienne n'est pas suffisante pour répondre aux besoins
nationaux de la population, environ 50-80% des besoins nationaux sont importés.
(Medoukali, 2016)

1.5. L’intérét nutritionnel de légumineuse
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Les graines de légumineuses ont une haute densité énergétique et une haute densité
nutritive. Ces aliments fournissent des fibres, des protéines, des glucides, Vitamines B, fer,
cuivre, magnésium, manganese, zinc et phosphore. En plus de répondre strictement aux
besoins nutritionnels, les graines de légumineuses, en particulier Des légumes secs, aux

bienfaits indéniables pour la santé (Didier et al., 2018)

Les légumineuses contiennent d’ordinaire environ deux fois la quantité de protéines
trouvée dans les céréales completes. Lorsqu’elles sont associées a des aliments riches en
vitamine C, les légumineuses, de par leur teneur élevée en fer, représentent des denrées
essentielles pour reconstituer les réserves en fer, en particulier pour les femmes en age de
procréer, qui courent un risque plus €élevée d’anémie ferriprive. Les 1égumineuses constituent
également des sources non négligeables de vitamines, comme les folates qui aident a prévenir
les anomalies du tube neural comme le Spina bifida chez les nouveau-nés. Du fait de leur
faible indice glycémique, de leur faible teneur en lipides et de leur teneur élevée en fibres, les
légumineuses sont particulierement adaptées pour les personnes atteintes de diabete.(FAO,
2016).

2. La pollution des sols
2.1. Le sol

Le sol est la couche "terre” qui recouvre les continents. Une couverture mince, allant
de quelques centimétres a quelques metres, dans laquelle la vie est ancrée: les plantes
prennent racine, de nombreux animaux trouvent refuge et les sociétés humaines y puisent
nourriture, énergie et matériaux. De la naissance a la mort, le sol est le lieu de vie continue ou
discontinue de milliards d'organismes végétaux et animaux. C'est aussi un lieu de morts, ou la
vie est ramenée a la vie (Alain, 2010). Il est constitué de particules minérales et de particules
organiques. Il contient également de 1’eau et de I’air. Les particules minérales sont le résultat
de laltération des roches en surface sous I’action des facteurs climatiques et facteurs
biologiques. Les particules organiques sont le résultat du travail incessant de micro-
organismes, d’invertébrés et de bactéries qui peuplent le sol et qui décomposent la matiere

organique morte (litiere) (Schulte-Bisping, 2017).

2.2. La contamination du sol

La pollution a un impact sur la sécurité alimentaire en perturbant le métabolisme des

plantes et donc en réduisant les rendements des récoltes et en rendant les cultures dangereuses
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pour la consommation. Le sol contaminé avec des éléments dangereux (comme par exemple
l'arsenic, le plomb, le cadmium), des produits chimiques organiques comme les PCBs
(polychlorobiphenyles) et les PAHs (hydrocarbures polycycliques aromatiques), ou des
produits pharmaceutiques tels que des antibiotiques ou des perturbateurs endocriniens posent

de graves risques pour la santé humaine (Hannah et al., 2009).
2.2.1. Les cause

Selon (Hannah et al., 2009) la Répartition des contaminants rejetés dans les sols par
les activités humaines est liée a comment et ou ils sont ajoutés, par exemple les installations
industrielles dans le cas d’une fuite ou d’un accident peuvent provoquer une pollution du

site.

- L’épandage des produits phytosanitaires et les rejets des batiments d’élevage, des
exploitations agricoles sont également a I’origine de nombreuses pollutions des sols
(notamment par 1’azote et les phosphates), qui vont a leur tour amener la contamination des

eaux de ruissellement, et par la suite les cours d’eaux.

- Les actions des collectivités territoriales peuvent également étre a 1’origine d’une pollution
des sols: gestion des décharges et des stations d’épuration, utilisation de produits

phytosanitaires par les services des espaces verts, gestion de jardins partagés (Yves, 2011).
2.3. Les éléments-traces métallique
2.3.1. Définition

Les métaux lourds sont généralement définis comme des éléments traces métalliques
ETM (Mesnoua, 2016). Le terme plutdét imprécis "métal lourd” est basé sur la densité
chimique Métaux, de masse volumique supérieure a 3,5 g/cm? et Numéro atomique supérieur
a 20. Les métaux lourds comprennent généralement Cadmium (Cd), Chrome (Cr), Cobalt
(Co), Cuivre (Cu), Etain (Sn), Fer (Fe), Manganése (Mn), Mercure (Hg), Molybdéne (Mo),
Nickel (Ni), Plomb (Pb), Zinc (Zn). L'arsenic (As), qui est un métalloide, et le sélénium (Se),
mais pas Les métaux, en raison de leur toxicité, sont souvent classés comme métaux
lourds.(Baize, 2009).Les éléments traces métalliques (ETM) correspondent a 68 éléments
minéraux Faibles concentrations de composants de la crodte 0,1 %, seulement 0,6 % du total
des éléments (Krika, 2014).
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Figure 01 : Classification périodique des eléments.
2.3.2. La mobilité et la biodisponibilité

Le contenu total d'un élément donne une idée du "stock™ total d'un élément temps donne,
cependant cela ne fournit pas d'informations sur le danger réel les ETM sont liés a leur

mobilité dans le sol et a leur biodisponibilité pour les organismes vivants (Baize, 1994).

e La mobilité d’un élément est sa capacité a passer d’un compartiment du sol a un autre
(formes échangeables, minéraux, oxydes/hydroxydes, molécules organiques).
e La bio-disponibilité est la capacité de ce méme élément a passer d’un compartiment du

sol vers le vivant.

Par conséquent, la quantité totale d'un élément donné dans le sol peut étre excessive, mais
si la bio-disponibilité est limitée, le risque associé a I'absorption de cet élément par les plantes
est réduit. De nombreux parametres affectent la mobilité des métaux dans le sol. Les plus
notoires sont le pH, le potentiel redox, la quantité et la composition de la matiere organique, la
capacité d'échange cationique, la température et l'activité microbienne. (Vanobberghen,
2010).

2.3.4. L’effet d’ETM sur les plantes

La toxicité des métaux dépend autant de leur qualité (forme chimique) que des facteurs

environnementaux. Il est également toxique lorsqu'il est absorbé en excés (Babich, 1998)
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Pour de nombreuses plantes, des concentrations élevées de métaux peuvent causer Troubles
métaboliques, tels que le remplacement des ions essentiels par des ions non essentiels.
Compétition de position nécessaire entre les ions métalliques et les métabolites Eléments
essentiels, modifications de la perméabilité des cellules membranaires, etc. Les effets visibles
de la toxicité varient selon les espéces, mais les symptémes les plus courants les taches
chlorotiques ou brunes sur les feuilles, les racines brunes et endommagées, La nécrose et le
rendement des cultures ont diminué de maniére significative. Les autres effets sont moins
visible, comme inhiber le systéme racinaire, réduire la photosynthese, etc. Précéde souvent
ces symptomes (Fanny, 2010).

3. La dépollution des sols
3.1. La bio-remédiation
3.1.1. Définition

Ensemble de techniques consistant a augmenter la biodégradation ou la
biotransformation de polluants dans I'environnement grace a des processus biologiques
(Romdhane, 2011) Le processus de bio-remédiation consiste a activer les capacités naturelles
que posseédent les humains de nombreux organismes, principalement microscopiques
(bacteéries, micro algues champignons) qui degradent les polluants en composés inertes tels
que l'eau et les gaz carbonique. Ces organismes peuvent étre indigénes (déja présents dans la
zone contaminée) ou Exogéne (ajouté au milieu), ou prélevé sur un site contaming, cultivé en

laboratoire puis réintroduit dans le sol (Abdelly, 2007)
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Figure 02 : Bioremédiation des polluants environnementaux (Thakur et al., 2019)
3.1.2. Les techniques de la bioremédiation
3.1.2.1. La bio-augmentation

La bio-augmentation est une technique de bioremédiation in situ qui implique
I'introduction de micro-organismes indigenes ou exogenes (non indigenes) dans le sol ou les
eaux souterraines pour augmenter ou remplacer les populations bactériennes déja présentes
sur le site (Marianne et al., 2019). Et ceci en ajoutant des cultures microbiennes spécialisées
dans la zone contaminée pour augmenter la biodégradation du contaminant, qui est

généralement cultivés séparément dans des conditions bien définies (Da silva, 2010)
3.1.2.2. La biolixiviation

La biolixiviation est une Solubilisation et entrainement dans la phase aqueuse par les
micro-organismes de polluants fixés ou piégés dans le sol. La technique de biolixiviation
consiste a mettre a profit les métabolites produits par certaines bactéries endogenes, ou
apportées artificiellement, pour mobiliser des métaux d'un sol ou d'un déchet. Les métaux
présents dans la solution du sol peuvent alors étre extraits par lessivage et récupérés en

solution. Elle est une lixiviation biologique bactérienne. (Nouri et al., 2016)
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3.1.2.3. La bio-stimulation

La biorestauration consiste a utiliser des processus biologiques pour rétablir
I'environnement dans son état initial. De facon plus réaliste, l'objectif de la biorestauration est
de rendre l'environnement le moins toxique. le sens d'application le plus large, la
bioremédiation comprend [l'utilisation d'enzymes, de stimulants de croissance, bactéries,
champignons ou plantes a dégrader, transformer, séquestrer, mobiliser ou contenir des
contaminants les matiéres organiques, les matiéres inorganiques ou les métaux dans le sol,

I'eau ou l'air (Terry , 2009).

3.1.2.4. La bio-filtration
La bio-filtration est une technique biologique ayant fait 1’objet de nombreuses
applications industrielles pour la dépollution des gaz ou de l'eau. Le principe de la bio-

filtration repose sur I'utilisation d’un matériau filtrant de type granulaire colonisé par une
biomasse épuratrice et a travers lequel transite 1’effluent a traiter (Vincent et al., 2008))

3.1.2.5. Le compostage

Le terme compostage est le résultat du processus naturel de décomposition de la
matiére organique contenant du carbone et de l'azote sous I'action des micro-organismes, de
I'air et de I'eau (Tahirou et al., 2012)).
Le compostage est un processus naturel de «dégradation» ou de décomposition de la matiere
organique par les micro-organismes dans des conditions bien définies. Les matieres premiéres
organiques, telles que les résidus de culture, les déchets animaux, les restes alimentaires,
certains déchets urbains et les déchets industriels appropriés, peuvent étre appliquées aux sols

en tant que fertilisant, une fois le processus de compostage terminé (Misra et al., 2005)
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1. Présentation de matériel végétal
1.1. Cicer arietinum L

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une ancienne culture de légumineuses
autofécondées dont on croit qu’elle est originaire du sud-est de la Turquie et de la partie
adjacente de la Syrie (Ranalli et al., 1997), sur le plan botanique, il est décrit comme une
plante herbacée annuelle, dressée ou rampante couverte de poils glanduleux. Sa germination
est du type hypogé (les cotylédons restent souterrains). Ses racines peuvent atteindre un metre
de profondeur, mais la plupart se trouvent dans les premiers centimétres. Sa tige anguleuse a
une hauteur de 0.20 a 1 metre de haut. Ses feuilles se composent de 7 a 17 folioles ovales et
dentées. Les fleurs peuvent étre blanches, bleues ou violettes, solitaires et pédonculées. Les
gousses sont renflées a 1 — 2 graines presque rondes. Le poids de 1000 grains varie de 200 a
600 gramme (Vander, 1990).

1.2. Classification systématique

Selon (Mahiout, 2017) Le pois chiche est classé comme suit:

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales

Famille : Fabacees

Espéce : Cicer arietinum

2. Présentation de la zone du prélevement(Tébessa)

Tébessa est située dans la partie orientale des hauts plateaux et dans la partie nord-est
I'Algérie « 35° 24 N, 8° 6 E » et compte une population estimée a la fin 2015 a 730. 306
habitants, (Sbiki, 2016) bordés a l'est par la République tunisienne, au nord par
SOUKAHRAS, a l'ouest par la wilaya de UM AL-BOUAGHI, KHENCHELA et la wilaya de
OUED au sud, d'une superficie totale estimée a 13 878 kilométres carrés (Djebabli et al.,
2021)
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Mali Niger

Types du climat
Mésoméditerranéen accentué
Thermoméditerranéen atténuée
Thermomeéditerranéen accentué

I Xerothermoméditerranéen
I sub-désertic atténué
- Sub-désertic accentué
- Désertic (Désert)

Figure 03 : Localisation géographique et les types de climat de la wilaya de Tébessa selon
UNESCO 1963 (Shiki, 2016)

3. Sites choisis pour le prélevement

Wil Ay DE SOuUK AHRAS

WiLAYA pe TEBESsA

Meslodla
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s gell

Djebel Guelb @

Figure 04 : La position géographique de Mesloula, EI Aouinet
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Figure 05 : Paysage de site, Mesloula (sol pollué par les déchets miniers) (Rais et
Bouakkaz, 2022)

4. Prélévement des échantillons du sol et des racines

La technique d'échantillonnage consiste a enfoncer une spatule stérile dans le sol a une
profondeur de 10 a 20 cm pres de la racine et placer I'échantillon dans Flacon stérile étiqueté
Spécifique au sol, puis coupez les racines avec des ciseaux stériles et placez-les dans des
bouteilles stériles étiquetées. Nous I'avons répété Traité 3 fois dans des zones différentes d'un

méme site.
4.1. Peganum harmalaL.

Peganum harmala L. de la famille des Zygophyllaceae est une plante vivace glabre qui
pousse spontanément dans des conditions semi-arides, des zones de steppe et des sols sableux,
originaire de la région méditerranéenne orientale. C’est un arbuste de 0,3 a 0,8 m de haut avec

de courtes racines rampantes, des fleurs blanches et des capsules de graines rondes portant
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plus de 50 graines. La plante est largement distribuée et utilisée comme plante médicinale en
Asie centrale, en Afrique du nord et au Moyen-Orient (Pathan et al,. 2012).

4.2. Classification systématique
La classification de cette espece est comme suit :

Régne : Plantes

Embranchement :Spermaphytes
Sous embranchement :Angiospermes
Classe :Eudicots

Sous classe : Malvides

Ordre :Sapindales

Famille :zygophyllacées

Genre :Peganum

Espece : PeganumharmalaL. (Imami et al., 2016)

Figure 06 : la plante de PeganumharmalaL.
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5. Protocole expérimental

5.1. Localisation de P’essai

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Biologie Végétale et dans
une serre, Faculté des Sciences Exactes et Sciences de la Nature et de la Vie département de
Biologie des Etres Vivants, université Larbi Tébessi (Tébessa).

5.2. Préparation des souches

Apres une sortie sur le terrain dans une zone poreuse, nous avons prélevé 3
échantillons sur les racines du harem et prélevé un échantillon de sol de chaque zone décapée.
Enraciner horizontalement et le mettre dans la solution puis le mettre dans I'étuve pendant 72
heures.

En ce qui concerne le sol, nous avons fait une série de dilution parti 10-! jusqu'a 10-*
apres cela, et au moyen d'Anse de platine, nous avons prélevé un échantillon et I'avons essuyé
sur la surface de la solution GN et l'avons laissé a l'intérieur de I'étuve pendant 3 jours pour
obtenir finalement 17 bactéries de formes différentes, couleurs et tailles apres les avoir vus au
binoculaire.

5.3. Condition de culture des graines
Stérilisation des graines (Fatarna, L., 2007) on utilise le protocole de stérilisation suivant :

e Trempage dans un bain d'éthanol a 95% pendant quelques secondes.

e Trempage dans un bain d'eau de Javel a 50% pendant 15 minutes.

e Trois passages successifs dans des bains d'eau distillée stérile de 10 minutes

chacun.

5.4. Tests de toxicité

Pour savoir ’auto-résistance des graines de Cicer artinum L variété flip90113 aux
ETM, nous avons placé un groupe de cing graines dans des boites de pétri (chaque boite
contient 5 graines ) contenant de I’eau distillée stérile et différentes quantités de cadmium et
de plomb : 400 ppm et 800 ppm pour le plomb, 10 ppm et 12 ppm pour le cadmium, puis
laissé les graines pendant 48 h pour germer, pour déterminer la valeur de référence des ETM
que nous allons utiliser dans notre expérience 800 ppm comme valeur de référence pour le

plomb 12 ppm comme valeur de référence pour le cadmium.
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5.5. L’essai de germination

Les graines de Cicer arietinumL sont mises en germination dans des pots en plastique,

10 graines pour chaque pot a 1 cm de profondeur. Des pots contenant de sol contaminé par le

plomb (800 ppm) et d’autres pots contenant de sol contaminé par le cadmium (12 ppm). Le

sol inoculé par des bactéries isolées de la rhizosphére de Peganum harmala avec trois

répétitions pour chaque traitement selon le codage indiqué dans le tableau 01. Les graines ont

été irriguées avec 100 ml de I’eau distillée chaque deux jour pendant un mois. L'essai a été

réalisé dans une serre avec des conditions semi controlés.

Tableau 1 : Dispositif expérimental de bioremédiation.

Codage Traitement
So Sol + Eau distillé
Scd Sol + Cadmium (12 ppm)
Sca Sol + Consortium A (bacteéries isolées des racines de Peganum harmala)
Scs Sol + Consortium B (bactéries isolées du sol de Peganum harmala)
Scaxca) Sol + Consortium A + Consortium B
Sca+ cd Sol + Consortium A + Cd
Sca+ cd Sol + Consortium B + Cd

S(cAaxcB) +cd

Sol + Consortium A + Consortium B + Cd

Spp Sol + Plomb (800 ppm)
Sca+ pb Sol + Consortium A + Pb
Sce+Pb Sol + Consortium B + Pb

S(cAxcB) +Pb

Sol + Consortium A + Consortium B + Pb

6. Méthodes et mesures effectuées

Les mesures ont été réalisées a la fin de I’expérimentation sur les paramétres

morphologiques et biochimiques de la partie aérienne et souterraine.

6.1. Paramétres morphologiques

6.1.1. La surface foliaire
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L’estimation de la surface foliaire a été déterminée par la méthode d’utilisation d’instrument
de mesure pied a coulisse qui consiste @ mesurer la longueur et largeur de la feuille de Cicer

artinum L puis on applique la formule suivante (Dezzala, 2005)

Surface foliaire = m x longueur x largeur/ 4

I1:3.14
Pour obtenir la mesure finale de la surface de la feuille.
6.1.2. La longueur de la partie aérienne et la partie racinaire

Pour mesurer la longueur de la partie aérienne, nous avons utilisé un réglet
centimétrique, que nous avons mesuree la longueur de la tige principal. Et pour déterminer la

mesure de la partie racinaire en mise en point la longueur de la racine principale.
6.1.3. Le nombre des tiges secondaires et les racines secondaires

e Sur la tige principale, on compte le nombre total des tiges secondaires

e Sur laracine pivotante, comptez le nombre total des racines indéfinies (secondaires)

Figure 07 : la plante de Cicer arietinum L
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6.1.4. La biomasse vegetale
6.1.4.1. Poids frais

Nous avons séparé la partie aérienne sur la partie racinaire avec un micro ciseaux, puis

nous avons pesé chaque partie individuellement par une balance de précision.
6.1.4.2. Poids sec

Dans cette étape on passe le matériel végétal I'étuve a 80 C° pendant 48h, puis en
utilisant une balance de précision pour la mesure du poids séche.

Et pour l'obtention de la biomasse végétale finale on utilise la formule de calcul suivante :

Biomasse végétale = PS + PF x 100
PS : pois sec

Pf : pois frais
6.2. Parametres biochimiques
6.2.1. La teneur de chlorophylle

La chlorophylle était mesure par chlorophylle-metre (figure 8) en placant la feuille au
niveau de Levier de mesure (Cercle de 1 cm de diametre) et on appuie dessus, pendant 2-3

seconde Le résultat apparait a 1’écran d’affichage.

La teneur en chlorophylle est exprimée dans I’ICC relatif (Indice de teneur en chlorophylle).

35




CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Figure 08 : Chlorophylle-métre CCM-200

6.2.2. Dosage de protéines totales

Les protéines sont mesurées selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise du bleu
brillant de CoomassieG250 (BBC) comme réactif et aloumine de sérum bovin (BSA) comme

la norme. Le dosage se déroule en 3 étapes :

e Préparation des échantillons : (0.1 g) de I’échantillon de chaque répétition Broyer au
mortier avec 5 ml d'eau distillée, puis filtrer et verser dans des tubes a essai en
plastique étiqueté.

e Préparation du réactif de Bradford : Pour préparer ce réactif, prélever 0,1 g BBC
(bleu brillant coomassie), ajouter 50 ml d'éthanol a 95% et placer dans Mixer pendant
2 heures. Ajouter ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a 85% et terminer avec
pas plus de 1 litre d'eau distillée.

e Dosage : dans des tubes eppendorf, prélever 0,1 ml d'échantillon de plante et 1 ml
d'eau distillée (a l'aide d'une micropipette), 5 minutes avant la lecture, ajouter 0,2 ml
de réactif de Bradford. La lecture de dosage se fait par un spectrophotométre a la
longueur d'onde 595 nm Apres avoir calibré I'appareil avec la solution de référence (1
ml d'eau distillée + 0,2 ml de réactif de Bradford). La teneur en protéines est calculée

par la formule suivante :

La teneur en protéines = (DO - 0.0143/0.0041) x 10
DO : Dosage
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6.2.3. Dosage des sucres solubles

Dosage des sucres solubles Les sucres solubles sont déterminés par la méthode de
(Robert. Shields et al ., 1960), qui utilise I’Anthrone au milieu acide sulfurique, I'extraction
des sucres solubles se fait apres trempage de 0,1g Matériel végétal dans 3 ml d'éthanol a 80 %
pendant 48 h. puis a travers le tube Evaporer I'éthanol a I'évaporateur rotatif, puis déposer 20
ml d'eau distillée dans I'ensemble du récipient I'extrait. Retirer 1 ml d'extrait du tube et ajouter
2 ml de réactif a Anthrone (0,2 g d'anthrone pur dans 100 ml d'acide sulfurique pur). Placer le
tube dans un bain-marie a 62 ° C pendant 8 min. Puis on les met dans un bain de glace
Refroidir pour arréter la réaction. Enfin, aprés 30 minutes dans l'obscurité, prenons une
lecture au spectrophotomeétre a 585 nm. En utilisant la formule suivante pour calculer la

teneur en sucres :
La teneur en sucres = (DO + 0.0332/0.0022) x 30
DO : Dosage
6.3. Paramétres physico-chimiques
6.3.1. Mesure PH et la conductivité

La mesure de PH consiste a homogénéiser 10 g de sol dans 25 ml d’eau distillée, ensuite la

filtration a I’aide de papier filtre puis la lecture par le PH-métre (figure 09).

Figure 09 : La lecture du PH et la conductivité par PH-metre
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7- Traitement de donnés et analyse statistique

Les données sont calculées sous forme d’une moyenne de 3 répétitions a I'aide du
tableur EXCEL 2007 et les graphiques également réalisés a 1’aide du méme tableur. Les
données recueillies pour I’ensemble des caractéres étudi€s ont été soumises a une analyse de
la variance avec le logiciel XLSTAT. L’analyse de la variance effectuée est a un critére de
classification (facteur traitement) et a deux criteres de classification (facteur traitement et
facteur organe). Les moyennes sont comparées a I’aide du test de Dunett dans le cas de
’ANOVA 1 et a l'aide du test de Tukey dans le cas de ’ANOVA2, lorsque cela est

necessaire (différences au moins significatives).
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1. Reésultats
1.1. Parameétres morphologiques

a. Au niveau du nombre des tiges secondaires

L’analyse de la variance (tableau 02) montre que les nombres des tiges influencent de
facon non significative pour les plantes traitées sur I’effet de plomb (P > 0.05), et de facon

significative (P<0.05) pour les plantes traitées sur I’effet de cadmium (Tableau 03)

Tableau 02 : L’analyse de la variance du nombre des tiges de plante de Cicer arietinum

L sur Deffet du plomb
Somme de | Moyenne des
DDL , , F Pr >F
carrés carrés
N.D.T 7 34,550 4,936 1,288 0,334

Tableau 03 : Test de Kruskal-Wallis de nombre des tiges de plante de Cicer arietinum L

sur Ueffet du cadmium

K (Valeur K (Valeur p-value
DDL ) - o alpha
observée) critique) (bilatérale)
N.D.T 7 14,242 14,067 0,047 0.05

Les résultats présentés dans la figure 10 (A) montrent une augmentation non
significative de nombre des tiges des plantes avec tous les traitements par apport au témoin de
nombre moyen atteint a 7.667. On observe une augmentation non significative chez les
plantes traitées avec le plomb, les plantes inoculées par les bactéries des racines et les plantes

sous I’effet de plombe traitées avec les bactéries des racines.

D’apres ces résultats (figure 10 B), il y a un effet significatif de nombre des tiges. Car
On remarque une augmentation chez les plantes traitées avec les bactéries des racines de
nombre moyen atteint a 11.333. Les plantes traitées avec 1’interaction entre les bactéries du
sol et les bactéries des racines le nombre moyen atteint a 11.667 et les plantes traitées avec les
bactéries du sol sous I’effet du cadmium (11.333) comparativement au témoin ou le nombre
moyen attient a 7.667.
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Figure 10 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) sur le nombre des tiges secondaires de plante de Cicer arietinumL,
cultivées dans des conditions controlées.

b. Au niveau de nombre des racines secondaires

L'analyse des résultats obtenus (Tableau 04) révele un I'effet significatif sur le nombre
des racines secondaire (P<0.05) pour les plantes sous I’'impact de plomb et les plantes sous

I’impact de cadmium.

Tableau 04 : I’Analyse de la variance du nombre des racines secondaires de plante de Cicer

arietinum L.
Somme de | Moyenne des
DDL , , F Pr >F
carres carres
N.DR (Pb) 7 481,083 68,726 2,918 0,050
N.DR (Cd) 7 333,685 47,669 2,761 0,044

Selon la figure 11(A) le nombre des racines secondaires augmenté chez les plantes
traitées avec I’interaction entre les bactéries du sol et des racines sous ’effet de plomb de
nombre moyen atteint a 34 tiges comparativement avec le témoin (14.667). Par contre nous

remarquons une diminution non significative de nombre des racines secondaires chez les

41




CHAPITRE IlI: RESULTATS ET DISCUSSION

plantes traitées avec les bactéries de sol sous I’effet de plomb 14 tiges par apport le témoin
(14.667).

Selon ses résultats (figure 11) (B) nous remarquons une augmentation significative :
chez les plantes traitées avec les bactéries du sol sous I’effet de cadmium de nombre moyen
atteint a 25 tiges secondaires par rapport au témoin (14). Nous observons aussi une
augmentation non significative chez les plantes traitées par I’interaction des bactéries qui était

égal au témoin.
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Figure 11 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) sur le nombre des racines secondaires de plante de Cicer arietinumL,

cultivées dans des conditions controlées.

c. Au niveau de la longueur de la partie aérienne

L’étude des résultats mentionnés dans le tableau 05 de la longueur de la partie aérienne

montre que il Ya un effet significatif (P<0.05) pour les plantes stressées avec le plomb.
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Tableau 05 : L’Analyse de la variance de la longueur de la partie aérienne de plante de

Cicer arietinumL.

DDL Somme: des Moyenqe des = Pr>F
carrés carrés
L.P.A 7 481,083 68,726 2,918 0,050

Les résultats illustrés par la figure 12 (A) montrent augmentation sur la longueur de la

partie aérienne chez les plantes traitées avec les bactéries du sol de longueur moyen atteint a

29.667 cm, et une augmentation non significatif chez les plantes traitées avec I’interaction

entre les bactéries du sol et les bactéries des racines sous I’impact de plomb comparativement

avec le témoin de longueur moyenne atteint a 15 cm.

Selon les mémes resultats (figure 12) (B) nous observons un effet non significatif. Car

On remarque une faible augmentation sur la longueur chez les plantes traitées avec les

bactéries du sol, les plantes traitées avec I’interaction des bactéries et les plantes traitées par

les bactéries du sol sous I’'impact de cadmium de longueur moyenne atteint a 29.667cm,

27.167cm et 25.167cm par apport au témoin (15.5 cm).
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Figure 12 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des

plantes (PGPR) sur la longueur de la partie aérienne de plante de Cicer arietinumL,

cultivées dans des conditions controlées.
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d. Au niveau de la longueur de la partie racinaire

L’analyse de la variance (tableau 06) longueur de la partie racinaire montre que les
différentes concentrations influent de facon hautement significative pour les plantes sous
I’impact de plomb (P<0.01), et de facon trés hautement significative (P<"0.001) (tableau 07)

avec les plantes sous I’impact de cadmium.

Tableau 06 : L’analyse de la variance de la longueur de la partie racinaire de plante de
Cicer arietinumL. Stressé par la plombe

DDL Somme, des Moyenqe F Pr>F
carrés des carrés
L.P.R 7 127,546 18,221 8,725 0,001

Tableau 07 : Test de Kruskal-Wallis de la longueur de la partie racinaire de plante de

Cicer arietinumL stressé par le cadmium.

K (Valeur K (Valeur p-value
DDL ) - o alpha
observée) critique) (bilatérale)
L.P.R 7 13,128 14,067 0,069 0,05

Les résultats exprimés dans la figure 13 (A) montrent que la longueur de la partie
racinaire augmente de facon trés hautement significative chez les plantes inoculés par
I’interaction des bactéries de longueur moyenne atteint a 14.5 cm, et de facon hautement
significative chez les plantes sous I’effet de plomb et inoculé par I’interaction des bactéries
allant jusqu’a 15 cm, comparativement au témoin (8.167cm) .Par contre nous remarquons
une diminution non significative de longueur chez les plantes inoculées par les bactéries du

sol sous I’effet de plomb, allant jusqu'a 5 cm.

Selon les ces résultats (figure 13) (B), on observe une augmentation de maniere non
significative chez les plantes stressées par le cadmium de longueur allant jusqu'a 13.667 cm,
en remarquons aussi une augmentation de facon non significative chez les plantes inoculé par
I’interaction entre les bactéries des racines et les bactéries du sol de longueur allant jusqu'a
14cm. Par contre pour les reste traitements on enregistre une tres faible augmentation par

rapport au témoin (8.167cm).
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Figure 13 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance

des plantes (PGPR) sur la longueur de la partie racinaire de plante de Cicer

arietinumL, cultivées dans des conditions controélées.

e. Au niveau de la surface foliaire

L’analyse de la variance (tableau 08) de la surface foliaire révéle un effet de maniere

hautement significatif (P<0.01) chez les plantes stressées par le plomb, et un effet de maniere

non significative chez les plantes cultivées sous I'impact du cadmium (P>0.05).

Tableau 08 : L’analyse de la variance de la surface foliaire de plante de Cicer

arietinumL.
DDL Sommg des Moyenn,e = Pr>F
carrés des carrés

Surface 7 0,234 0,033 4,341 0,013
foliaire
Surface

.. 7 0,254 0,036 1,934 0,130
foliaire
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Les résultats mentionnés dans la figure 14(A) illustrent que la surface foliaire
augmenter de fagcon hautement significative chez les plantes sous I’influence du plomb sans
bactérie de surface presque 0.9 cm? par rapport au témoin (0.0596cm?). On observe aussi une
faible augmentation chez les plantes inoculé avec Consortium A et Consortium B de surface
atteint @ 0.728cm? et 0.630cm?.

D'apres ces résultats (Figure 14) (B) , nous marquons une augmentation de fagon non
significative chez les plantes traitées avec les bactéries des racines, de surface moyenne attient
0.728 cm?, et chez les plantes traitées avec I’interaction entre les bactéries des racines et les
bactéries du sol sous I’effet de cadmium de surface moyenne allant jusqu'a 0.690 cm* en

comparaison avec le témoin (0.576 cm?)
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Figure 14 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes (PGPR) sur la surface foliaire de plante de Cicer arietinumL, cultivées dans

des conditions contrélées.
f. Au niveau du poids frais

L’analyse de variance (tableau 09) du poids frais monter que il y a un effet significatif trés

hautement significatif avec les plantes stressées par le cadmium et le plomb (P<0.01).
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Tableau 09 : L’analyse de la variance de poids frais de plante de Cicer arietinumL.

DDL Somme | Moyenne F Pr>F
des carrés | des carrés
Poids frais fevilli
eultllie
(Pb) 7 3,473 0,496 7,250 0,000
Racine 1 7,468 7,468 109,120 | <0,0001
Poids frais Eevilli
eultltlie
cd) 7 3,335 0,476 8,461 <0,0001
Racine 1 7,935 7,935 140,923 | <0,0001

Les résultats présentés dans la figure 15 (A) affichent au niveau des feuilles qu’il y a
une augmentation heurtement significative chez les plantes traitées avec 1’interaction des
bactéries du sol et les bactéries des racines de poids moyen atteint 2.046g, et un autre effet
significatif chez les plantes traitées par les bactéries du sol de poids moyen allant jusqu'a
1.83g, en comparaison avec le témoin (0.89g). Par contre nous remarquons au niveau des
racines une faible diminution chez les plantes sous I’impact du plomb, traitées par les

bactéries du sol de poids moyen allant jusqu'a 0.17g par rapport au témoin (0.179).

Selon la méme figure (figure 15)(B) on observe au niveau des feuilles une
augmentation de fagon trés hautement significative chez les plantes traitées avec I’interaction
entre les bactéries, de poids moyen atteint a 2.046g, et une augmentation hautement
significative chez les plantes traitées avec les bactéries du sol, de poids moyen allant jusqu'a
1.836g, et une autre augmentation significative chez les plantes traitées par les bactéries du
sol sous l’effet de cadmium, de poids moyenne allant a 1.617g comparativement au
témoin(0.897g). Au niveau des racines nous n’enregistrons aucun effet significatif avec tous

les traitements par rapport au témoin.
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Figure 15 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance

des plantes (PGPR) sur le poids frais de plante de Cicer arietinumL, cultivées dans des

conditions controlées.

g. Au niveau du poids sec

L'étude statistique des résultats obtenus (tableau 10) montre qu’il y a un effet tres

hautement significatif (P<0.001) sur le poids sec des plantes stressées par le cadmium et les

plantes stressées par le plomb.

Tableau 10 : L’analyse de la variance du poids sec de plante de Cicer arietinumL.

DDL Somme | Moyenne E Pr>F
des carrés | des carrés
Poids sec .
feuillie 7 2,798 0,400 18,252 | <0,0001
(Pb)
Racine 1 1,799 1,799 82,135 | <0,0001
Poids sec .
Feuillie 7 3,168 0,453 27,307 | <0,0001
(Cd)
Racine 1 1,850 1,850 111,642 | <0,0001

Les résultats exprimés dans la figure 16 (A) montrent au niveau des feuilles qu’il y a

une augmentation trés hautement significative chez les plantes traitées, avec les bactéries du

sol et les plantes traitées avec I’interaction des bactéries du sol et des racines de poids moyen
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atteint a 1.14g, 1.18g. On observe aussi une augmentation significative chez les plantes
inoculées avec les bactéries des racines sous I’effet du plomb de poids moyen allant jusqu’a
0.94g, en comparaison avec témoin (0.11g). Par contre nous remarquons au niveau des racines
une diminution non significative allant jusqu'a 0.03g avec les plantes stressees par le plombe
inoculé par les bactéries du sol, et une faible augmentation avec les plantes traitées par
I’interaction des bactéries du sol et des racines (0.27g) par rapport au témoin de poids moyen

qui atteint a 0.063g.

D’aprés ces résultats (figurel6) (B), nous enregistrons au niveau des feuilles une
augmentation de maniére tres hautement significative chez les plantes inoculées par les
bactéries du sol, les plantes inoculées avec I’interaction des bactéries et les plantes traitées
avec les bactéries du sol sous I'effet de cadmium de poids moyenne allant jusqu’a 1.14g,
1.18g et 0.92g comparative au témoin 0.118 g. Quant aux racines on n’observe aucun effet
significatif avec les différents traitements par rapport au temoin (0.063 g).
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Figure 16 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) sur le poids sec de plante de Cicer arietinumL, cultivées dans des
conditions controlées.

h. Au niveau de la biomasse végétale

L’analyse des résultats obtenus (Tableau 11) révele un effet trés hautement
significatif sur la biomasse végétale (P<0.001) avec les plantes influences avec le plomb, et

un effet significatif (P<0.05) avec les plantes influencées par le cadmium.
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Tableau 11 : L’analyse de la variance de la biomasse végétale de plante de Cicer

arietinumL
DDL Somme | Moyenne F Pr>F
des carrés | des carrés
Biomasse
végétale feuillie 7 11784,629 | 1683,518 | 90,665 | <0,0001
(Pb)
Racine 1 1141,865 | 1141,865 | 61,495 | <0,0001
Biomasse
végétale Feuillie 5 52,498 10,500 10,382 | <0,0001
(Cd)
Racine 1 2,262 2,262 2,236 0,148

Selon la figure 17(A), nous avons noté l'existence d'un effet d'augmentation sur la
biomasse végétale chez les plantes traitées avec les bactéries du sol (61.77g), les plantes
traitées avec interaction entre les bactéries du sol et les bactérie des racines (56,73g) et les
plantes traitées avec les bactéries des racines sous 1’effet du plomb (39,529) par rapport au
témoin (12,869), on peut considerer cet effet comme un effet trés hautement significatif.
Dans le cas des racines on a observé un effet chez les plantes traitées avec les bactéries du sol
et les plantes traitées avec I’interaction entre les bactéries du sol et des racines avec une
biomasse végétale de (47,31g) pour SCB et (43,850) pour S(CAxCB) par rapport au résultat

de témoin qui a une biomasse de 11,41g, cet effet est un effet tres hautement significatif.

D’apre les mémes résultats (figure 17) (B), on a remarqué au niveau des feuilles une
augmentation trés hautement significative avec les quatre traitements suivants SCB,
S(CA*CB), SCB+CD et S(CA*CB)+CD de biomasse allant jusqu’a (61.77g, 56.73g, 56.70g
et 33.18g) en comparaison au témoin de biomasse atteint a 12.84g. Chez les racines, on a
noté un effet d'augmentation tres hautement significatif par rapport le témoignage (11,479)
avec les plantes inoculées par les bactéries du sol(47,31g) , les plantes traitées par
I’interaction entre les bactéries du sol et des racines (43,85g),les plantes traitées avec les
bactéries des racines sous 1’effet de cadmium (39,45Q) et les plantes traitées avec les bactéries
du sol sous I'effet de cadmium (43,13g), puis on observe une augmentation significative de
la biomasse végétale chez les plantes traitées avec I’interaction des bactéries sous ’effet de

cadmium (26,40g) comparé avec le témoin.(11.479).
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Figure 17 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des

plantes (PGPR) sur la biomasse végétale de plante de Cicer arietinumL, cultivées dans des

conditions controlées.

1.2. Parameétres biochimiques

a. Au niveau de la teneur en chlorophylle

L’analyse de la variance (Tableau 12) de la teneur en chlorophylle montre un effet

hautement significatif (P<0.01) pour les plantes sous 1’impact du plomb.

L’analyse de la variance (Tableau 13) montre un effet significatif (P<0.05) sur le

teneur en chlorophylle des plantes sous I’impact de cadmium.

Tableau 12 : L’analyse de la variance de la teneur en chlorophylle de plante de

Cicer arietinum L sous ’effet du plomb

Somme de | Moyenne des
DDL ] ] F Pr >F
carres carres
La teneur
en 7 6,591 0,942 3,614 0,025
chlorophylle
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Tableau 13 : Test de Kruskal-Wallis de la teneur en chlorophylle de plante de Cicer
arietinum L sous /’impact de cadmium.

K (Valeur K (Valeur p-value
DDL ) o o alpha
observée) critique) (bilatérale)
La teneur
en 7 6,594 14,067 0,472 0,05
chlorophylle

Les résultats illustrés par la figure 18 (A), montrent une diminution de la teneur de

chlorophylle de fagcon hautement significative pour les plantes inoculées avec I’interaction

entre les bactéries du sol et les bactéries des racines de teneur moyenne atteint a 1.6 CC, et

une diminution significative pour les plantes inoculées avec les bactéries du sol et les

bactéries des racines de teneur moyenne atteint a 2.067 CCl, 2.167 CCI comparativement au

témoin de teneur moyenne atteint a 3.567 CCI.

D’apres ces résultats (figure 18) (B) on observe une faible diminution de la teneur de

chlorophylle avec les plantes traitées par I’interaction entre les bactéries (1.6 CCI), et une

diminution non significative avec tous les traitements par rapport au témoin (3.1 CCI).
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Figure 18 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) sur la teneur en chlorophylle de plante de Cicer arietinumL, cultivées dans

des conditions contrdlées
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b. Au niveau de la teneur en protéine soluble

L'étude statistique des résultats obtenus (Tableau 14) montre que la teneur en protéine
est fortement influencée par les traitements de manier trés hautement significative (P<0.001)
pour les plante stressé avec le plomb et les plantes stressées avec le cadmium.

Tableau 14 : L’analyse de la variance la teneur en protéine soluble de plante de Ccier

arietinum L
DDL Somme | Moyenne F Pr>F
des carrés | des carrés
T.P.S feuillie 5 103,684 | 20,737 27326 | <0,0001
(Pb) Racine 1 256,154 | 256,154 | 337,551 | <0,0001
T.P.S Feuillie 7 70,867 10,124 11,292 | <0,0001
(Cd) Racine 1 517,306 | 517,306 | 576,994 | <0,0001

Les résultats obtenus dans la figure 19 (A) révelent au niveau des feuilles une
augmentation non significative de la teneur des protéines des feuilles des plantes inoculées
avec les bactéries du sol de atteint a (11 mg/g MF) et les plantes traitées avec 1’interaction
entre les bactéries du sol et les bactéries des racines atteint a (9.175 mg/g MF) par contre on
observe une diminution trés hautement significative pour les plantes qui sont sous I’effet du
plomb et inoculées avec les bactérie racinaire (2.15 mg/g MF) comparé au témoin (7.58 mg/g
MF). La teneur de la protéine des racines du témoin est a valeur 1.1mg/g MF cette valeur
augmente non significativement pour les plantes traitées uniquement avec les bactéries
racinaires et les plantes traitées avec bactéries su sol de valeur (1.95 mg/g MF) (3.09 mg/g
MF).

D’aprés ces résultats (figure 19) (B) la teneur en protéines des feuilles des plantes
traitées uniquement avec les bactéries du sol est augmentée de maniere hautement
significative. Atteint a (11.15 mg/g MF). On observe une augmentation trés hautement
significative de cette teneur pour les feuilles des plantes traitées sous I’effet du cadmium, et
bactéries racinaire et une augmentation hautement significative pour celles traitées avec
I’interaction entre les bactéries des racines et sol atteint a (11.63 mg/g MF) (11.65 mg/g MF)
respectivement comparativement au témoin. La teneur en protéine des racines s’éléve non

significativement pour tous les différents traitements par rapport au témoin.
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. Figure 19 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des

plantes (PGPR) sur La teneur en protéine soluble de plante de Cicer arietinumL, cultivées

dans des conditions controlées.

c. Au niveau de la teneur en sucre soluble

L’analyse de la variance La teneur en sucre soluble (tableau 15) montre un effet tres

hautement significatif pour les plantes sous I’effet de plomb (P<0.001), et un effet significatif
(P<0.05) pour les plantes sous I’effet de cadmium.

Tableau 15 : L’analyse de la variance de la teneur en sucre soluble de plante de Cicer

arietinum L
ppL | Somme | Moyenne F Pr>F
des carrés | des carrés
TS.S -
(Pb) feuillie 5 52,498 10,500 10,382 | <0,0001
Racine 1 2,262 2,262 2,236 0,148
T.SS Feuillie 7 22,650 3,236 3,786 0,004
(Cd) Racine 1 1,337 1,337 1,565 0,220

Les résultats illustrés dans la figure 20 (A) révelent une diminution non significative de

la teneur en sucre des feuilles des plantes traitées avec les bactéries du sol atteint a 3.62 mg/g

M et les plantes traitées avec les bactéries des racines atteignent a 2.64 mg/g MF par rapport
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au témoin (5.29 mg/g MF). Par contre on observe sur le teneur de sucre des racines une
augmentation de fagon trés hautement significative avec les plantes sous I’effet du plomb de

teneur allant jusqu'a (7.42 mg/g MF) en comparaison avec le témoin (3.19 mg/g MF).

D’aprés ces résultats (figure 20) (B). Sur la teneur en sucre des feuilles, nous
remarquons une diminution significative avec les plantes inoculées par les bactéries du sol de
teneur atteint & 2.4 mg/g MF, et une diminution non significative chez les plantes inoculées
par les bactéries des racines par rapport au témoin (5.29 mg/g MF). La teneur de sucre des
racines de témoin de valeur 3.19 mg/g MF, cette valeur augmente non significativement pour
les plantes sous I’effet du cadmium et les plantes traitées par I’interaction entre les bactéries

du sol et les bactéries des racines de teneur allant jusqu’a 5.12 mg/g MF, 5.51 mg/g MF.
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Figure 20 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) sur la teneur en sucre soluble de plante de Cicer arietinumL, cultivées dans

des conditions controlées.
1.3. Paramétres physicochimiques

a. PH et la conductivité électrique
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Tableau 16 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) sur le PH et la conductivité de de plante de Cicer arietinumL sous I’impact

du plomb.
traitement PH moyenne Type du sol C%‘g;ecrt]in\gté Qualité du sol
SO 7.013 NEUTRE 1175,000 SALE
Spb 6.667 NEUTRE 730,333 Légeérement salé
SCA 6.807 NEUTRE 1141,000 Salé
SCB 6.753 NEUTRE 1267,667 Salé
S (CA*CB) 6.780 NEUTRE 1204,000 Salé
SCA+pb 6.763 NEUTRE 1171,000 Salé
SCB+pb 6.720 NEUTRE 705,000 Légeérement salé
S (CA*CB) +pb 7.130 NEUTRE 952,333 Légérement salé

Tableau 17 : Effet de la co-inoculation avec des rhizobactéries favorisant la croissance des

plantes (PGPR) sur le PH et la conductivité de plante de Cicer arietinumL sous I’impact de

cadmium.
traitement PH moyenne Type du sol C%‘g;g;mté Qualité du sol
SO 7,013 Neutre 1175,000 Salé
Scd 6,840 Neutre 865,889 Légérement salé
SCA 6,807 Neutre 1141,000 Salé
SCB 6,753 Neutre 1267,667 Salé
S (CA*CB) 6,780 Neutre 1204,000 Salé
SCA+cd 7,080 Neutre 691,333 Légérement salé
SCB+cd 7,040 Neutre 1042,333 Salé
S (CA*CB) +cd 7,313 Neutre 1011,667 salé
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2. Discussion

Dans cette étude, nous avons étudié la réponse d’une légumineuse (Cicer arietinum L
variété Flip90) au stress oxydant induit par le plomb et le cadmium dans le cas de présence
d’une inoculation du sol avec des consortiums bactérien isolé des racines et sol de Peganum
harmala. Pour cela, nous avons évalué différents paramétres morphologiques, biochimiques et

physicochimique.

Au niveau physiologique une exposition au plomb entraine de nombreuses
perturbations (Souahi et al., 2017). Les techniques biologiques utilisées dans notre travail

pour minimiser ces effets négatifs montrent :

Au niveau de nombre des tiges les résultats montrent un effet d’augmentation non-
significative avec tous les traitements soit les plantes traitées avec le Pb seul ou les plantes
traitées avec le Pb plus les consortiums bactérien par rapport au témoignage. D’apres les
travaux de Belarbi, (2018). Les plantes cultivees dans un milieu contaminé par le Pb
présentent un ralentissement de leur développement et une inhibition de la croissance des
racines et des parties aeriennes. On a observe un reléevement du nombre des tiges chez les
plantes traitées avec les bacteries des racines, les plantes traitées avec ’interaction entre les
bactéries des racines et les bactéries du sol, et cela peut s’expliquer par Les PGPRs qui
produisent différentes phytohormones comme : I'AlA (Acide indole acétique, auxines) l'acide
gibbérellique et les cytokinine ; ce sont des petites molécules de signal produites en trés
faible concentration influencant les processus biochimiques, physiologiques et
morphologiques dans les plantes (Bendjida et al., 2019). Selon Cherif, (2014) Les
cytokinines jouent un réle-clé dans un grand nombre de processus physiologiques tels que la
promotion de la ramification. Dans le cas des plantes traitées avec les bactéries du sol en
présence du Cd, en augmentation dans le nombre des tiges une stimulation de la longueur des
racines et des tiges par des inoculations microbiennes a également été observé sous stress Cd
(Kanika et al., 2019). Au niveau de nombre des racines secondaires, nos résultats montrent
une augmentation de nombre des racines secondaires chez les plantes inoculées par
I'interaction entre les bactéries des racines et du sol sous l'effet du plomb car diverses especes
bactériennes ont la capacité de produire de I'AlA. Environ 80 % des bactéries qui colonisent
la rhizosphere le synthétisent (Bahlouli et al., 2021). d'apres Ahmari et al., 2021 L'auxine est
une phytohormone importante, essentielle au développement et a la croissance des plantes.

Elle a un effet positif sur l'initiation de la croissance et 1‘¢longation des racinaires. Elle
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augmente également la ramification des racines et améliore I'absorption de minéraux et d’eau
(Bendjida et al., 2019). Puis on a noté aucun effet pour tous les traitements soit en présence
de notre consortiums des bactéries des racines et du sol seul, soit avec la présence de I'effet de
Pb, parce-que le Pb et les métaux lourds en général ralentissent la croissance racinaire.
Ce ralentissement peut résulter d’une inhibition de la division cellulaire et de 1’élongation des
cellules (Belarbi, 2018). Sauf une diminution légére dans le nombre des racines secondaires
chez les plantes traitées avec les bactéries du sol en présence du plomb peut étre divers PGPR
synthétisent des cytokinine (Ahmari et al., 2021) Depuis de nombreuses PGPR y compris
Azotobacter, azospirillum, Rhizobium et Pseudomonas spp. Sont productrices de cette
hormone La cytokinine a un effet inhibiteur sur la croissance des racines. En remarquant une
augmentation dans le nombre des racines secondaires cher les plantes inoculées par le
consortium d'interaction bactérien racine/sol sous I'effet du plomb et chez les plantes traitées
avec les bactéries du sol, en présence du cadmium, parce que I’inoculation peut favoriser
I’allongement de la racine le développement des racines latérales et adventives les poils
absorbants, et la ramification des poils racinaires. Ces réponses de développement de la
morphologie racinaire sont déclenchées par des phytohormones synthétisées par les
rhizobactéries (Bahlouli et al., 2021).

Au niveau de la longueur de partie aérienne, les résultats pour ce parametre ont montré
que la longueur des parties aériennes des plantes traitées avec les bactéries du sol augmentait
par rapport au témoin, tandis que les plantes traitées avec l'interaction entre les bactéries du
sol et les bactéries des racines étaient sous l'influence du plomb Il n'y avait pas
d'augmentation significative. Selon les travaux de M. Moustaine et al.,(2019), I’utilisation
des PGPR comme inoculant de graines de blé dans les sols salés, améliore la hauteur des
plantes. Olaréwadgou et al.,(2018) affirme que I’action principale des PGPR est souvent la
stimulation de la croissance de la plante héte. Cette croissance peut s’expliquer par la
solubilisation des phosphates, la fixation de l'azote et la production de I'acide indole acétique.
Selon les mémes résultats, nous avons observé un effet non significatif, car nous avons
remarqué une légére augmentation de la longueur des plantes traitées, avec des bactéries du
sol, des plantes traitées avec une interaction bactérienne et des plantes traitées avec des
bactéries du sol sous l'influence du cadmium par rapport aux témoins; une stimulation de la
longueur des tiges dans le cas d'inoculation par les micro-organismes sous l'effet de stress de

cadmium a été observé par Kanika et al., (2019).
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Au niveau de la longueur de la partie racinaire, les résultats ont montré que la longueur
des racines augmentait de maniere trés hautement significative chez les plantes traitées par
interaction bactérienne, alors que chez les plantes traitées au plomb et inoculées par
interaction bactérienne la longueur des racines augmentait de maniere trés hautement
significative par rapport aux témoins, d'aprés Bahlouli et al., (2021) I’inoculation peut
favoriser 1’allongement de la racine, cela permet a la plante de développer un systéeme
racinaire abondant , en lui permettant notamment de coloniser une plus grande surface de sol.
Il permet également améliorer I'état nutritionnel des plantes (Kias et ouadi, 2017) le
développement des racines latérales et adventives (Bahlouli et al., 2021) ces rhizobactéries
améliorent le développement des systemes racinaires (Kias et ouadi, 2017). En revanche
nous n‘avons pas constaté une reduction non significative de la longueur des plantes inoculées
avec des bactéries du sol sous l'influence du plomb comparé aux témoins ; la présence de Pb
joue un réle d'inhibiteur de la croissance des racines des plantes. Le Pb est un ralentisseur de
croissance de partie racinaire (Belarbi, 2018) la réduction de 1’élongation racinaire peut étre
causée par une inhibition de la division cellulaire et de la synthése des polysaccharides
pariétaux (Aoun, 2008)

Au niveau de la surface foliaire Les résultats ont montré que sous l'influence du plomb
sans bactéries de surface, la surface foliaire des plantes augmentait hautement
significativement de prés de 0,9 cm? par rapport au témoin (0,0596 cm?). Nous avons
également observé une légére augmentation de la surface des plantes inoculées avec
Consortium A et Consortium B a 0,728 cm? et 0,630 cm? , D'aprés ces résultats, nous n'avons
remarqué aucune augmentation significative des plantes traitées avec des bactéries racinaires,
avec une surface moyenne de 0,728 cm?, tandis que chez les plantes traitées avec des
interactions bactéries racinaires et bactéries du sol sous I'effet du cadmium par rapport aux
témoins (0,576 cm?). Avec une surface moyenne, allant jusqu'a 0,690 cm?.Ces résultats
corroborent ceux de Ferhat et al (2014) ayant montré que L’inoculation des graines de blé
par Bacillus sp. Et/ou P. agglomerans sous contrainte saline améliorent nettement les
parametres morphologiques de la plante (poids frais et secs des racines et des feuilles, de
I’allongement racinaire et de I’élongation de la plante). Les PGPR pourraient favoriser
I'absorption des nutriments, aussi réduire la nécessité de 1’apport d'engrais et prévenir
I'accumulation de nitrates et de phosphates dans les sols agricoles. Le phosphore et l'azote

sont les nutriments majeur-clé limitant la croissance des plantes (Cherif, 2014)
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Au niveau de la biomasse végétale, nous avons noté l'effet d'augmentation sur la
biomasse végétale des plantes traitées avec les bactéries du sol (61,77 g), celles traitées avec
I'interaction bactéries du sol et des (56,73 g), et celles traitées avec les bactéries du sol aa
I'influence du plomb (39,52 g) par rapport a le témoin (12,86 g). Cet effet peut étre considéré
comme un effet tres hautement significatif. Les études réalisées par Olaréwadgou et
al.,(2018) ont rapporté que les rhizobactéries et P. fluorescens (PF9 et PF20) sont a ’origine
de ’augmentation de la biomasse des plantes de pomme de terre. Dans le cas des racines des
effets ont été observés chez les plantes traitées avec les bactéries du sol et chez les plantes
traitées avec l'interaction entre les bactéries du sol et les racines, ou la biomasse végétale était
de (47,31 g) pour SCB, et (47,31 g) pour S(CA x CB ) était (43,85 g) ) cet effet était un effet
trés hautement significatif par rapport au résultat témoin avec une biomasse de 11,41 g. Selon
Cherif,(2014) les traitements avec les PGPR augmentent le pourcentage de germination, la
vigueur des plantules, 1’émergence, le développement des racines et des tiges ; la biomasse
totale des plantes, le poids des semences, la floraison précoce et les rendements de fruits et
des graines. Selon les mémes résultats une augmentation trés hautement significative de la
biomasse a été observée pour les quatre traitements suivants SCB, S(CA*CB), SCB+CD et
S(CA*CB)+CD, atteignant (61,77 g, 56,73 g, 56,70 g et 33,18 g) en comparaison au témoin
de biomasse attient a 12.84 g, chez les racines on a noté un effet d'augmentation trés
hautement significatif par rapport au témoignage (11,47 g), avec les plantes inoculées par les
bactéries du sol(47,31 g) , les plantes traitées par I’interaction entre les bactéries du sol et des
racines (43,85 g).les plantes traitées avec les bactéries des racines sous I’effet de cadmium
(39,45 g) et les plantes traitées avec les bactéries du sol sous I’effet de cadmium (43,13 g).
Puis on observe une augmentation significative de la biomasse vegétale chez les plantes
traitées avec I’interaction des bactéries sous I’effet de cadmium (26,40 g) comparé avec le
témoin.(11.47 g). Kanika et al., (2019) dit que la réduction de la biomasse végétale pendant
le stress li¢ au Cd est principalement due a ses effets néfastes sur I’absorption de minéraux, la
photosynthése, la synthése de chlorophylle, I’altération de I’eau et I’équilibre hormonal. Le cd
est d’abord exposé a des racines qui plus tard, une voie apoplastique peut entrer dans le
systéme et perturber le métabolisme complet de la plante. En outre, il a été constaté que le
poids frais des racines et des pousses était abaissé dans la souche russe qui est traitée au cd.
Il existe une corrélation directe entre la croissance et la biomasse des plantes et les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPRs). Qui s’est avéré étre augmenté

aprés une augmentation des PGPRs sous la toxicité Cd.
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Au niveau de la teneur en chlorophylle, les résultats ont montré que les plantes dans
lesquelles les bactéries du sol interagissaient avec les bactéries des racines avec une teneur
moyenne de 1,6 CC avaient une teneur en chlorophylle significativement plus faible que
celles inoculées avec cette plante. La teneur du milieu en bactéries du sol et en bactéries
racinaires a atteint 2,067 CCl, 2,167 CCI par rapport a la teneur en milieu témoin de 3,567 ;
aussi on a observé une réduction de la chlorophylle chez les plantes sous l'effet de pb selon
Messaoud et al., (2019) au niveau physiologique une exposition au plomb entraine de
nombreuses perturbations dans les parties aériennes, en particulier I’appareil photosynthétique
Belarbi, (2018 )montre que P’accumulation du plomb peut réduire la concentration de
chlorophylle, le fer, I’activité des catalases. Ainsi, augmente la concentration des produits
phosphorés, Iactivité peroxydases, la phosphatase acide et les ribonucléases dans les feuilles
du radis. Messaoud et al., (2019) Ceci pourrait étre attribuer d’une part, au stress oxydatif qui
provoque l’inhibition de l'acide amino lévulinique déshydratase (ALAD), une enzyme
importante dans la biosynthese de la chlorophylle, et d’autre part, le plomb peut agir
directement sur le transport des électrons et des enzymes du cycle de Calvin et indirectement
induit une diminution de la teneur en chlorophylle). Une légére diminution de la teneur en
chlorophylle (1,6 CCI) a éte observée chez les plantes traitées par l'interaction entre bactéries
et une diminution non significative de la teneur en chlorophylle a été observée dans tous les
traitements par les bactéries sol/racines sous la présence et l'absence de I'effet du Cd par
rapport au témoin (3,1 CCI). La réduction de la teneur en chlorophylle induite par le
cadmium, s’ajoute une inhibition directe de I’activité des photosystémes et de 1’assimilation
du CO2 par la Rubisco (Aoun, 2008) de nombreux autres métaux lourds, tels que le Cd
entraine un empéchement des enzymes, comme le rubisco, la chlorophylle synthase, la
protochlorophyllide réductase et la déshydratatase de I’acide & -aminolévulinique impliqués
dans la synthése de la chlorophylle, I'amélioration des pigments photosynthétiques pourrait se
produire en présence des PGPR qui augmentent I'absorption des nutriments dans les plantes a
travers la solubilisation au phosphate et les substances essentielles exsudantes, qui jouent un
réle crucial dans la synthése des pigments photosynthétiques requis pour la complexe de la

récolte légeére et son photo assimilation (Kanika et al., 2019).

Au niveau de la teneur en protéines solubles, les résultats ont montré que la teneur en
protéines foliaires des plantes inoculées avec les bactéries du sol n'augmentait pas
significativement jusqu'a (11 mg/g MF), alors que les plantes traitées avec l'interaction

bactéries du sol et bactéries racinaires atteignaient a (9,175 mg/g MF) D'autre part, une
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diminution tres significative a été observée chez les plantes inoculées avec des bactéries
racinaires (2,15 mg/g MF) sous l'influence du plomb par rapport au témoin (7,58 mg/g MF).
La teneur en protéines des racines témoins était de 1,1 mg/g MF, ce qui n'était pas
significativement augmenté pour les plantes traitées avec des bactéries racinaires seules et
avec des bactéries sur le sol (1,95 mg/g MF) (3,09 mg/g MF). Le premier effet des métaux
lourds observable dans les plantes est d'inhiber grandir. Cela s'accompagne souvent de
nombreux autres signes de dysfonctionnement : Chlorose foliaire, Iésions nécrotiques
étendues, jaunissement progressif, plissement ou dessechement des feuilles. Actuellement, la
base moléculaire de ces perturbations est encore méconnue, mais on pense que ces
perturbations peuvent étre causées par le stress oxydatif, di a Des espéces réactives de
l'oxygeéne ou "espéeces réactives de l'oxygene” (ROS) sont produites. Les ROS modifient une
série de substrats biologiques importants, conduisant a la modification de domaines
fonctionnels de biomolécules : inhibition de lactivité enzymatique, perturbation du
métabolisme des plantes (dont la photosynthése et la respiration), oxydation des protéines
(Esteban, 2009). Selon ces résultats la teneur en protéines des feuilles de plantes traitées
uniquement avec des bacteries du sol, a été significativement augmentée atteint a (11,15 mg/g
MF). Une augmentation tres significative de cette teneur a €té observee dans les feuilles des
plantes traitées au cadmium et aux rhizobactéries, et dans les feuilles des plantes traitées aux
rhizobactéries et au sol atteint une interaction. (11,63 mg/g MF) (11,65 mg/g MF) par rapport
au témoin, respectivement. Selon (Jennifer et al., 2018) apres l'inoculation de PGPR, les
ajustements physiologiques mentionnés ci-dessus, €taient accompagnés d'une augmentation
de la teneur en protéines solubles végeétales, qui reflete généralement un bon état
physiologique végétal. Dans les pousses, ce fait pourrait étre lié a I'amélioration des
parametres photosynthétiques observés dans nos recherches précédentes, étant donné
I'importance probable de certaines quantités de protéines, telles que Rubisco, dans la

détermination de la capacité de la pulsionynique.
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Conclusion

Cette étude a été réalisée dans le but d’identifier une symbiose Cicer arietinum L-
bactéries bénéfiques isolée de la rhizosphére de Peganum harmala, pour l'objectif de la bio-
remédiation du sol contaminé par le plomb et le cadmium pour I’amélioration de la fertilité et
de la qualité de ces sols. En effet, la gesse commune (Cicer arietinum L) est une légumineuse
qui a été choisie dans notre étude en raison de ses intéréts nutritifs et économiques. Les
graines de Cicer arietinum L mettent en culture dans des sols contaminés par les ETM
(Pb/Cd) inoculées par des souches bactériennes isolées du sol et des racines de Peganum
harmala. Cette culture a éte réalise sous serre, et au niveau de laboratoire, elle montre ’effet
bénéfique de ses souches sur les ramifications des tiges et des racines et la croissance de la
partie aérienne et la partie racinaire des plantules de pois chiches et ce méme sous stress
oxydant. D’un autre part, ’effet stimulateur de la croissance agit sur la biomasse végeétale, la
surface foliaire et la teneur totale des protéines et du sucre.

Cette étude preliminaire a montré clairement la capacité des bactéries a favoriser la
croissance de la plante de Cicer arietinum L. Comme perspective, on propose :
» Mettre en évidence des substances favorisant la croissance des plantes.

» Poursuivre la protection de la plante de la toxicité des ETM par les dégradations et

I'élimination de ses substrats depuis le sol.

> Assurer les conditions d’hygiéne nécessaires a la croissance et au développement de la
plante par certains processus comme (phytonutriments : phosphate, azote,
potassium...), ’amélioration de la nutrition des plantes et aussi la régulation par les
phytohormones.
Cela nous méne a penser que ces différents modes d’action peuvent conduire a un

meilleur développement des plantes et des meilleurs rendements.
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