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Titre : Contribution a I'étude de la biostimulation de la tomate
(Lycopersicum esculentum Mill.) par des rhizobacteries Pseudomonas spp.
fluorescents sous stress en cuivre

Résumé

Certains métaux lourds, tels que le cuivre, sont essentiels a la croissance des plantes
et des animaux mais en exces, ils perturbent gravement leur fonctionnement et peuvent
causer leur mort.

Nous visons par cette étude d’utiliser la tomate Lycopersicum esculentum Mill pour
évaluer l'impact de la bacterisation avec différentes souches de Pseudomonas spp.
fluorescentes (P212, P12, R2 et P429) sous stress de cuivre dans deux essais distincts. Le
premier test examine la germination in vitro sous l'effet de sept concentrations croissantes
de cuivre (0 a 400 ppm), tandis que le second évalue des plantules dans un substrat contaminé
par du sulfate de cuivre (0 ; 150 ;250 ;350 et 450 ppm).

Les résultats montrent que la bacterisation améliore significativement la germination
des graines exposées au cuivre par rapport aux témoins non traités. Cependant, elle n'a pas
d'effet notable sur le taux de rétention en eau des feuilles ni sur la fuite d'électrolytes.
Concernant les parametres biochimiques, peu de changements sont observés dans le taux de
chlorophylle totale, mais les plantes bactérisees présentent des niveaux plus élevés de
proline, de sucres solubles et de polyphénols.

Nous conclurons que Les Pseudomonas spp. fluorescents peuvent étre une solution
pour decontaminer les sols au cuivre, renforcant la résistance des plantes au stress métallique
et soutenant une agriculture durable. Toutefois, des recherches approfondies sont
recommandées pour progresser dans ce domaine.

Mots clés : Pseudomonas spp. fluorescent, rhizobacteries , stress, cuivre, , Lycopersicum
esculentum, résistance .



Title: Contribution to the study of biostimulation of tomato (Lycopersicum
esculentum Mill)) by fluorescent Pseudomonas spp. rhizobacteria under
copper stress

Abstract

Some heavy metals, such as copper, are essential for the growth of plants and
animals, but in excess they seriously disrupt their functioning and can cause their death.

In this study, we aim to use tomato Lycopersicum esculentum Mill to study the impact
of bacterisation with different fluorescent strains of Pseudomonas spp. (P212, P12, R2 and
P429) under copper stress in two separate assays. The first test examined germination in
vitro under seven increasing concentrations of copper (0 to 400 ppm), while the second
evaluated seedlings in a substrate contaminated with copper sulphate (0; 150 ;250 ;350 et
450 ppm).

The results show that bacterisation significantly improves the germination of seeds
exposed to copper compared with untreated controls. However, it had no significant effect
on leaf water retention or electrolyte leakage. In terms of biochemical parameters, little
change was observed in total chlorophyll levels, but bacterised plants had higher levels of
proline, soluble sugars and polyphenols.

We conclude that fluorescent Pseudomonas spp. may be a solution for
decontaminating copper soils, enhancing plant resistance to metal stress and supporting
sustainable agriculture. However, further research is recommended to make progress in this
area.

Key words: Pseudomonas spp. fluorescent, rhizobacteria , stress , copper , lycopersicum
esculentum , resistance .
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Liste des abréviations

DO : Densité optique

% : pourcentage

pH : potentiel Hydrogéne

PGPR : plant growth promoting rhizobacteria
TRE : teneur relative en eau

Cu : cuivre

pm : micrometre

nm : Nanometres

EBIC : conseil européen de I'industrie des biostimulants
SDP: stimulateur de défense

UE: union européen

MFSC: matiére fertilisantes et support de culture
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Introduction

Les activités humaines, telles que l'industrie et I'agriculture, peuvent entrainer une
accumulation de métaux dans Il'environnement, notamment dans les sols, au-dela des
concentrations naturelles observées. En général, les métaux sont introduits dans le sol soit
par les variations de l'atmosphére, soit par I'application directe au sol ou indirecte par la
végetation de matériaux (tels que des fertilisants, des phytosanitaires, des amendements
organiques, des boues de station d'épuration, etc.) contenant des métaux concentrés
(Alloway, 1995 ; Adriano, 2001).

Les pays émergents sont trés préoccupés par le probléme des sols contaminés. Il est
impossible de dégrader les métaux lourds tels que le plomb, le cadmium, le cuivre, le zinc
et le mercure, ce qui les maintient dans I'environnement pendant de longues périodes. En
outre, différentes activités les ajoutent constamment aux sols : en agriculture, par l'utilisation

de boues d'épuration ou dans I'industrie métallurgique (Selmi, 2000).

Les sols peuvent étre soumis a des traitements chimiques, physiques ou biologiques.
Ces derniers utilisent I’action de microorganismes ou de végétaux pour dépolluer les sols. 11
s’agit donc de la bioremédiation. Jugée rentable et efficace contre I’élimination de composés
pétroliers et notamment des hydrocarbures, la bioremédiation est de plus en plus utilisée
(Tarayre 2012 ; Mi Jin et al., 2013).

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des bactéries trés commune dans le milieu
naturel, en particulier dans le sol et les eaux. Leur particularité réside dans leur capacité a
générer une coloration verte fluorescente lorsqu'elle est exposée a la lumiere ultraviolette.
L'importance de cette bactérie réside dans ses multiples propriétés avantageuses, telles que
son role dans la stimulation de la croissance des plantes et la lutte contre les agents
pathogenes. (Cervantes 1994) En effet, les travaux de 1’équipe « Dépollution Biologique des
Sols » de Colmar ont montré que 1’addition de bactéries productrices de sidérophores,
comme les deux especes Pseudomonas aeruginosa ou Pseudomonas fluorescens du groupe
des Pseudomonas spp. fluorescents augmentait I’extraction de chrome par des plants de mais
(Braud et al., 2009).

En générale le rdle de Pseudomonas spp. fluorescents dans I'équilibre écologique de
nombreux écosystémes est crucial. Leur rble consiste a décomposer la matiére organique, a
fixer I'azote et a solubiliser des nutriments minéraux tels que le phosphore. Cette bactérie
génere également des substances antimicrobiennes qui lui permettent de combattre les agents

pathogenes, préservant ainsi la santé des plantes et des animaux (Rajkumar, 2010). Elles

AN



Introduction

peuvent étre ajuster et se développer dans des milieux ou la concentration de cuivre est
élevée. Effectivement, cette bactérie a acquis des capacités de résistance au cuivre, ce qui lui
permet non seulement de survivre, mais aussi d'interagir activement avec cet élément. Ces
divers mécanismes lui permettent de diminuer considérablement la disponibilité du cuivre
dans son environnement. Cela entraine une baisse de la toxicité du cuivre pour les étres
vivants, tout en préservant les niveaux requis pour assurer le bon fonctionnement des

écosystemes. (Sharma et Karawazaki, 2018)

Sachant que la toxicité du cuivre peut avoir des effets néfastes sur les plants de tomate,
affectant divers aspects de leur croissance et de leur développement. Cette toxicité du cuivre
peut avoir des effets déléteres sur les plants de tomate, impactant les feuilles, les tiges et les

racines.

Dans ce cadre s’inscrit notre travail qui vise a évaluer 1’impact des Pseudomonas
fluorescents sur les métaux lourds « le cas du cuivre », et sur les paramétres biochimiques,
de la tomate Lycopersicon esculentum L. en préparant des solutions a base de sulfate de
cuivre (CuSO4,5H,0) a différentes concentrations de (Cu) allant de 0 a 450 ppm, en réalisant
deux essais ,le premier est un essai de germination sous stress en cuivre in vitro et le

deuxieéme est un essai de la stimulation de la croissance sous stress en cuivre in Vvivo.
Cette étude se divise en trois grandes parties :

» La premiére partie traite la synthése bibliographique sur les métaux lourds (cuivre)
présents dans le sol et les végétaux, la tomate Lycopersicon esculentum L, Bio
stimulation, ainsi que les rhizobacteries.

» La deuxieme partie traite le protocole expérimental utilisé pour mener le travail,

> la troisieme partie traite les résultats et de la discussion, et enfin une conclusion et

perspective.

N
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Partie Bibliographique

1.1 La biostimulation et biostimulants

1.1.1 La biostimulation

D'aprés la définition de I'EBIC (Conseil Européen de I’Industrie des Biostimulants) en
2014, un biostimulant est « un matériel qui contient une ou des substance(s) et/ou micro-
organisme(s) dont la fonction est de stimuler les processus naturels pour ameliorer
I’absorption et I’efficience des nutriments, la tolérance aux stress abiotiques, et la qualité des

cultures, indépendamment du contenu en nutriments du biostimulant » (Hérault, 2015).

> Les biostimulants

Activateur de sol, Additif agronomique, Agent nutritionnel, Biofertilisant, Conditionneur de
plantes, Nutriciteur, Phytostimulant, Physioactivateur

> Les «stimulateurs de(s) défense(s)»

Les SDP concernent « toute substance ou tout micro-organisme vivant non pathogéne
qui, appliqué sur une plante, est capable de promouvoir un état de résistance
significativement plus élevé par rapport a une plante non traitée, face a des stress biotiques»
(RMT Elicitra, 2017)

SDP: Eliciteur, Inducteur de résistance, SDN, SDP, Stimulateur de vitalité, Vaccin pour
plantes, etc.

Stimulateur
de croissance et/ou

de développement Chélatant et

Stimulateur de |/ Inhibiteurde

défenses des nitrification

plantes (SDP) !

MATIERE FERTILISANTE OU
SUPPORT DE CULTURE

Figure 1. Les cibles des principales pour les produits de stimulation (Hérault, 2015)
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Partie Bibliographique

1.1.2 Les biostimulants

L’EBIC (Conseil Européen de I’Industrie des Biostimulants) définit les biostimulants

comme des produits dont la formulation est trés variable. 1ls peuvent contenir des composés,
une (des) substance(s) et/ou micro-organisme(s) dont la fonction, quand appliqué aux plantes
ou a la rhizosphére permettra d’améliorer la vigueur des cultures, la qualité des récoltes en
stimulant les processus naturels pour améliorer/avantager 1’absorption des nutriments,
I’efficience des nutriments, la tolérance aux stress abiotiques, indépendamment du contenu
en nutriments du biostimulant. (Povero et al., 2016)
Le mot « biostimulant » a été inventé par des spécialistes de 1’horticulture pour décrire des
substances favorisant la croissance des plantes sans étre des nutriments, des amendements
de sol ou des pesticides. Ces substances naturelles ou synthétiques peuvent étre appliquées
sur les graines, les plantes ou a méme le sol (CDA, 2021)

De sa part, I'Académie des biostimulants francaise, déclarent que les biostimulants
ne sont pas considérés comme des engrais, en tant que tels, car ils n’apportent pas une
quantité suffisante de nutriments. Les propriétés du biostimulant sont la conséquence de sa
formulation complexe, et non pas la conséquence de la seule présence d’un élément nutritif
¢lémentaire, d’un régulateur de croissance ou d’un agent protecteur connu (Yakhin et al.,
2017) Les biostimulants agricoles sont des additifs d’engrais biologiques. Ils sont utilisés en
production végétale pour favoriser la croissance, la santé et la productivité des plantes. Ayant
une action différente de celle des intrants chimiques, ils sont aussi un allier des cultures

agroéecologiques (Povero et al., 2016).

Le 26 Juin 2019 a été publié au Journal officiel de I’Union Européenne le réglement
(UE) 2019/1009, reglement harmonisé de toutes les Matieres Fertilisantes et Supports de
Culture. Ce reglement donne enfin un cadre aux biostimulants en leur attribuant une
définition liée a leur(s) fonction(s) et en les intégrant dans la famille des MFSC. Il n’y a plus
de risques de confusion avec les produits de la protection des plantes, la limite étant
clairement définie autour des stress abiotiques et biotiques. Ce nouveau réglement sera
d’application le 16 Juillet 2022 (UE, 2019).

o
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1.1.2.1 Réle des biostimulants

De nombreuses propriétés sont reconnues aux biostimulants :

Stimuler de la germination des graines et ainsi améliorer la qualité de la production
en condition non optimale.

Contribuer a améliorer I’absorption des nutriments. Certains acides aminés contenus
dans les biostimulants peuvent s’associer aux micronutriments, ce qui aide
notamment la plante a puiser les nutriments dans des sols a pH élevés.

Apporter une meilleure résistance aux stress abiotiques comme les variations
climatiques, les carences en minéraux, une salinité excessive, la sécheresse ou encore
I’exces d’eau.

Ces attributs dépendent de la composition des biostimulants (CDA, 2021).

1.1.2.2 Origine et nature des biostimulants

Il existe plusieurs types de biostimulants a savoir :

Les biostimulants organiques (extraits d’algues, les substances humiques et
fulviques, extraits de plantes, les levures, les acides amines...)

Les biostimulants microbiens (champignon mycorhize, les bactéries comme
I’azospirilium, bacillus, le rhizobium...)

Les biostimulants inorganiques (le silicium élément chimique présent dans le sol, les
oligoéléments...)

Ils peuvent s’utiliser seuls ou en apport au sol ou par pulvérisation sur les plantes et enfin

étre disposés en enrobage de semences (Wikiagri, 2018).

1.1.2.3 Classement des Bio stimulants

Le classement des bio-stimulants repose sur leur composition chimique et leur mécanisme

d'action. Leur composition peut inclure des extraits végéetaux, des acides aminés, des

hormones, des micro-organismes, des algues marines ou des substances humiques.
(Wikiagri, 2018).

> Extraits végétaux : Les substances bioactives présentes dans les extraits vegétaux,

comme les algues marines ou les extraits de levure, favorisent la croissance des
plantes.

» Acides aminés : Les acides aminés représentent les composants des protéines. En

augmentant la synthése des protéines, ils encouragent la croissance et le
développement des plantes.
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» Hormones végétales : La croissance et le développement des plantes sont contrdlés
par des hormones végétales telles que les auxines, les cytokinines et les
gibbérellines.

» Micro-organismes : Les micro-organismes bénéfiques, tels que les bacteries et les
champignons, peuvent améliorer la santé des plantes et la disponibilité des
nutriments.
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1.2 la tomate

1.2.1 Historique et origine de la tomate

Au Nord-Ouest de I'Amérique du Sud, la tomate est originaire de la région andine, ou elle a
éteé domesticée il y a plus de 5000 ans. Au XVle siecle, elle a été introduite au Mexique, puis
par les Espagnols en Europe (Verolet et al., 2001).

1.2.2 Production de la tomate

a. Dans le monde : La Chine se classe en téte du classement avec une production de
tomate de 56 308 910 tonnes, ce qui représente 36 % du total mondial. Ensuite, I'Inde se
classe avec 18 399000 tonnes, mais avec un rendement trés faible (2,42 kg/m2). Les Etats-
Unis occupent la cinquieme place avec 13 038 410 tonnes et un rendement de 9,03 kg/m2,
suivis de la Turquie avec 12 600 000 tonnes et de I'Egypte avec 7 943 000 tonnes (Anonyme,
2016).

b. En Algérie : Pendant la période 2022- 2023, la production de tomate a atteint
13,72 millions de quintaux, avec un rendement de 428 gx/hectare pour la tomate cultivée en
plein champ et de 1.225 gx/hectare pour la tomate cultivée en serre. Les principales wilayas
productrices de tomate sont Biskra, qui produit 2,33 millions de gx, Mostaganem, qui produit
1,333 millions de gx, Tipaza, qui produit 1 040 000 gx et Ain Defla, qui produit 728 250 gx.
(Anonyme, 2023).

Selon les spécialistes de l'institut technique des grandes cultures, les variétés de
tomate les plus couramment cultivées en Algérie sont les variétés fixes telles que la Rio
Grande, Elgon, Castlong, Heintz 1350, Sabra, Pico de Aneto, Giaron. De plus, il existe des
variétés hybrides comme Aicha, Fehla, Baguira, Nun 6108, Issma, Bopcat, Zine 40, Jocker,
Lesto, Fafety, Zigola, Zenith, Syhen, Chebli, Sabra, Storm... Les variétés les plus courantes
pour les variétés a maturité groupée sont les Albatros, Baraka, Ercola, Perfect Peel et Talent
(Anonyme 2020).
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1.2.3 Classification de la tomate

1.2.3.1 Classification botanique

Régne Plantae
Sous -régne Tracheobionia
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Solanale
Famille Solanaceae
Genre Lycopersicum
Espéce Lycopersicum esculentum Mill.

1.2.3.2 Classification variétale

a. Variéteés déterminés : Les varietés a croissance déterminée sont autonomes et ne
nécessitent généralement pas d'aide. Quand les conditions climatiques sont difficiles, il est
recommandé de préserver les plantes. Selon Shankara et al. (2005), les variétés a croissance
déterminée mettent fin a leur croissance apres la floraison. En Algérie, on trouve des variétés
fixées et des variétés hybrides qui sont couramment utilisées lors de la culture en plein

champs (Snoussi, 2010).

b. Variétés indéterminées : Généralement, ces variétés ont une tige principale qui
pousse régulierement et forme un bouquet a fleurs toutes les trois feuilles. Cela entraine une
prolongation de la production des fruits. Il est possible de I'arréter en piquant le bourgeon
terminal a la hauteur désirée. Ce groupe se distingue par un niveau de performance élevé qui
se prolonge sur une période prolongée (Laumonnier, 1979). Selon Snoussi (2010), les
variétés hybrides sont les plus couramment utilisées en Algérie, parmi lesquelles on peut

citer Actana, Agora, bond, Nedjma, Tafna, Tavira, Toufan, Tyerno et Tahra.

1.2.4 Description et morphologie de la tomate

La tomate est une plante maraichére, herbacée, annuelle et aromatique appartenant a
la famille Solanaceae. Sa taille varie entre 40 cm a plus de 5 métres selon les variétés et le
mode de culture (Bernard et al., 2009).
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a. Graines : Les graines présentes dans chaque fruit sont de petite taille et trés
nombreuses (environ 300 5 350 graines/gr). Elles mesurent entre 3 et 5 mm de long
et 2 et 4 mm de large, et chaque graine pése environ 2,5 a 3,5g (Shankara et al.,
2005).

b. Systeme racinaire, tige et feuilles : Le systéme racinaire présente une grande
épaisseur et une rotation constante, avec de nombreuses racines secondaires. Les
racines sont généralement profondes de 30 a 40 cm. On peut trouver des racines
jusqu'a un metre en profondeur dans le sol (Chaux, 1994 ; Blamey et al., 2007).
Selon Shankara (2005), la tige est pleine et anguleuse, atteignant une longueur de 2
meétres. Selon Shankara et al. (2005), les feuilles sont simples, découpées, alternes,
sans stipule, mesurant entre 15 et 50 mm de long et 10 a 30 mm de large. Le pétiole

mesure entre 3 et 6 cm.

c. Fleur et fruits : Les fleurs sont en grappe hermaphrodites, généralement jaunes. La
corolle étoilée est formée en partie par les pétales soudés. Les feuilles sont d'un vert.
Le pistil est dissimulé dans un tube staminique forme par les étamines (Chaux, 1994
; Blarney et al., 2007). Les fruits sont globuleux ou aplatis, mesurant de 2 a 15 cm
de diametre. Le fruit est vert et poilu quand il n'est pas encore mur. Les fruits murs
sont d'un jaune a un rouge, puis d'un orange (Shankara et al., 2005). Les fruits sont
généralement ronds, réguliers ou cotelés. Selon Polese (2007), un fruit charnu
contient des graines appelées pépins, qui sont entourées d'une sorte de mucilage

provenant de I'enveloppe de la graine.

1.2.5 Cycle biologique de la tomate

Chez la tomate, la durée du cycle végétatif complet varie selon : les variétés I’époque
et les conditions de culture. Il s’étend généralement de 3,5 a 6 mois, du semis jusqu’a la

derniére récolte (Gallais et Bannerot, 1992). Le cycle de la tomate comprend cing phases :

1.Phase de germination : C’est le passage de la graine de la vie ralentie a la vie
active qui se traduit par la sortie des racines radicules et I’émergence de I’hypocotyle en
surface. Les réserves sont hydrolysées et fournissent a I’embryon les métabolites nécessaires
a ses synthéses et ses division cellulaires. : La germination s’effectue au bout de 6 a 8 jours

apres le semis a une température ambiante entre 18 et 24°C (Heller,1996).

[0°)
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2.Phase de croissance : Selon Laumonier (1979) la croissance déroule en deux
phases dans deux milieux différents : a la pépiniere et en plein champs ou sous serre.
En pépinicre :la croissance durée de la levée jusqu’au stade 6feuilles ; ou la plante assure la
formation de racine fonctionnelles qui vont assurer ’alimentation a la plante en eau et

¢léments nutritifs. A la partie aérienne ; la tige s’allonge et forme des feuilles.

En plein champ ou serre : A partir du stade six feuilles la plante est transférée de la pépiniere
pour étre repiquée en plein champ et continuer ainsi sa croissance. La tige augmente et le

nombre de feuilles va progresser.

3.Phase de floraison et la pollinisation : Selon Rey et Costaes (1965). La floraison
correspond a I’apparition et le développement des ébauches florales qui se traduit par la
transformation du méristéme apical en passant de I’état végétatif a 1’état reproducteur.
L’apex s’aplatit, s’élargit et les protubérances formées sont des ébauches des pieces florales.
Celle-ci se transforment par la suite en boutons floraux et s’épanouissent en fleurs. Ces
transformations dépendent de plusieurs facteurs : notamment la photopériode, la température
et les éléments nutritifs.
En conditions favorables, 6 a 7 semaines apres le semis apparaissent les bouquets floraux
groupes en inflorescences, durant cette phase les températures nocturnes et diurnes doivent
étre 13°C et 23°C. la pollinisation nécessite I’intervention des agents extérieurs, le vent ou
certains insectes comme le bourdon que provoque la vibration des antheres, libérant ainsi le

pollen pour la pollinisation (Chaux et Foury,1994).

4.Phase de fécondation, de nouaison et de fructification : D’aprés Rey et Costes
(1965), le temps écoulé entre la pollinisation et la fécondation est 2 a 3 jours. Une bonne

nouaison se produit a une température nocturne comprise entre 13°C et 15°C.

5.Phase de développement et de maturation des fruits : La maturation des fruits
se caractérise par grossissement du ces derniers, changement de couleur, du vert ou rouge.
La lumiére intense permet la synthese active des hydrates de carbone transportés rapidement
vers les fruits en croissance, pour cela il faut une température de 18°C la nuit et 27°C le jour

nécessaire. (Rey et Costes, 1965).
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1.2.5 Exigences écologiques et climatiques de la plante

La tomate ne nécessite pas une grande quantité de pluie. Selon Nyabyenda (2007),
elle privilégie les périodes séches avec une irrigation : elle nécessite une quantité d'eau de 5
mm par jour de la plantation a la floraison et de 10 mm par jour de la floraison a la récolte.
Par contre, elle est exigeante pour la lumiére qui est un facteur écologique fondamental qui
intervient dans la photosynthese. Le manque de lumiere peut inhiber I'induction florale et
géner la germination du pollen (Chibane, 1999). La tomate se développe a des températures
dont l'optimum se situe entre 13 et 20 °C pendant la nuit et entre 20 et 27 °C pendant la
journée. Pour obtenir une bonne production, un écart de 6 a 7 °C entre les températures

diurnes et les températures nocturnes est nécessaire au moment de la floraison.

Les sols ne sont pas tres exigeants pour la tomate, a condition qu'ils soient fertiles et
bien drainés (Nyabyenda, 2007). La tomate fait partie des plantes qui ont une tolérance
modérée a la salinité (Morad et Martinez, 1999). Elle est extrémement tolérante a l'acidité.
Selon Nakai et al. (2005), la tomate est sensible a une variété de pH, mais elle se developpe
le mieux dans des sols ou le pH varie entre 5.5 et 6.8.

=
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1.3 Les rhizobactéries cas des Pseudomonas

1.3.1 Définition de rhizosphere

L'expression "rhizosphere" a été inventée par Hiltner (1904) pour désigner le volume
du sol autour de la racine, qui est influence chimiquement, physiquement et biologiquement
par la présence de racines végetales vivantes. Il s'agit d'un milieu écologique en perpétuelle
évolution ou les microorganismes et les plantes interagissent afin d'exploiter les micros et
macronutriments du sol, qui sont en quantités limitées et ont un impact sur la croissance des
plantes (Gholami et al., 2012).

1.3.2 Les rhizobactéries

Les rhizobactéries sont des bactéries capables de coloniser intensément les racines,
elles sont spécialement adaptées a un biotope spécifique, la rhizosphere, qui est le lieu
d'échanges intenses entre la plante et son environnement. Les bactéries non symbiotiques
présentes dans le sol qui correspondent a cette définition sont de divers genres, dont les plus
étudies sont : Pseudomonas, Azospirillium, Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter,

Serratia, Agrobactérium, Radiobacter

Selon Davet (1996), ainsi que Cohen et al. (2015) ont rapporté que les
microorganismes qui s'adaptent a la rhizosphere ont une activité métabolique élevée et se
multiplient rapidement. Compte tenu de leur capacité d'adaptation physiologique et de leur
polyvalence meétabolique, les rhizobactéries jouent un role essentiel dans les évolutions des

écosystémes agronomiques.

1.3.3 les Pseudomonas

1.3.3.1 Généralités

Selon Bossis et al. (2000) et Palleroni et Moore (2004), le genre Pseudomonas est
un groupe bactérien majeur qui fait partie de la sous-classe y des protéobactéries. Il regroupe
plus d'une centaine d'especes présentes dans le monde entier. le groupe Pseudomonas sont
des organismes gram négatifs, mobiles, non sporulés, et nécessitent un aérobie obligatoire.
Selon Bossis et al. (2000), les Pseudomonas possedent un métabolisme mesophile et
chimioorganothrophe, avec la majorité étant saprophytes.Elle posséde la capacité de

coloniser les cellules corticales mortes présentes dans les racines, réparties dans le sol, I'eau

(1IN
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et l'air. D'aprés Mavrodi et ses collegues (1981), certaines espéces telles que Pseudomonas
syringae sont phytopatogénes et certaines peuvent entrainer des infections chez I'étre

humain.

1.3.3.2 Pseudomonas spp. fluorescents

Les Pseudomonas fluorescents sont des rhizobactéries non symbiotiques qui se
trouvent dans la rhizosphére (Kloepper et Schroth (1978). Appartenant a la catégorie des
PGPR (Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria), ils présentent plusieurs caractéristiques
intrinseques qui les rendent particulierement pertinents pour une utilisation en tant qu‘agents
de combat biologique. Selon Holt (1994), cette bactérie ne génére pas de spores ou d'autres
structures de survie et ne peut pas se développer dans des conditions acides (< pH 4,5). Etant
donné qu'elle ne nécessite pas beaucoup de nourriture, elle peut survivre et se reproduire
pendant plusieurs mois dans des sites humides. La majorité des souches sont des souches
chimio-organothrophe strictement aérobies qui requierent a la fois de l'oxygéne et du

carbone organique pour elles-mémes.

Les Pseudomonas spp. fluorescens sont toujours sujets a controverse, en particulier
pour les espéces dont les biotypes présentent des caractéristiques taxonomiques
intermédiaires entre différentes especes connues. En plus des formes intermédiaires,
Pseudomonas Putida et Pseudomonas fluorescens sont découpées en deux a cing biovars
différents (Palleroni, 1986 ; Bossis et al, 2000 ; Euzeby, 2005). lls utilisent le groupe

Pseudomonas fluorescens-putida pour les auteurs pour les designers.

1.3.3.3 Taxonomie

La classification des Pseudomonas en fonction des caractéristiques génotypiques a
été le plus grand succes obtenu par Palleroni et ses collaborateurs. Selon Palleroni et al.
(1973), ce groupe bactérien a été divisé en cing sous-groupes d'/ARNTr en se basant sur les
homologies ARN/ADN. De nombreuses méthodes sont utilisées dans la classification des
Pseudomonas dans I'édition actuelle du Bergey's (Palleroni, 2005). Ces techniques mettent
en lumiére les efforts déployés pour caractériser les espéces de Pseudomonas, englobant la
sensibilité a certains composes, les caractéristiques genétiques et écologiques, le pouvoir

pathogene et la structure antigénique (Peix et al., 2009). Les Pseudomonas sont classés de
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la maniére suivante dans la deuxiéme édition du "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology" (2005) :

Tableau 01 : La classification des Pseudomonas suivante dans la deuxiéme édition
du ""Bergey's Manual of Systematic Bacteriology'* (2005)

Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gamma-proteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Les différentes especes de Pseudomonas comporte 5 groupes selon leur ARNr, on
trouve le groupe des P. syringae, le groupe des P. chlororaphis, le groupe des P. fluorescens
,le groupe des P. putida ,le groupe des P. stutzeri ,le groupe des P. aeruginosa et le groupe
des P. pertucinogena.

1.3.3.4 Mécanismes d’action

a. Production de siderophore

La capacité des rhizobactéries a produire des sidérophores et des métabolites qui
contribuent a I’antibioses a fait 'objet de nombreuses études (Maksimov et al., 2011). Les
sidérophores sont synthétisés et sécrétés pour la solubilisation d’ions ferriques par des
microorganismes aérobies, tels que les bactéries, certains champignons mais aussi
organismes supérieurs (certaines plantes monocotylédones) en réponse a des conditions de
carence en fer (Ratledge et Dover, 2000 ; Allaire, 2005).

Les sidérophores sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire, compris
entre 200 et 2000 daltons, dont le role est de solubiliser, de chélater et d’extraire le fer
ferrique de nombreux complexes minéraux ou organiques et de le rendre ainsi accessible aux
microorganismes (Neilands, 1995). Les siderophores des deux especes Pseudomonas
fluorescens et P.putida se traduisent par I’émission d’un pigment fluorescent appelé «
pyvoredine » (Meyer et Abdellah, 1978) ou pseudobactine (Teintze et al., 1980) qui
forment avec le fer un complexe : « ferri-pyoverdine ».

L'importance de sidérophore est étroitement liée au fer, qui est un élément essentiel pour

différents processus biologiques (Crosa et Walsh, 2002). Egalement les bactéries peuvent
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produire une grande variété de composes a activité antimicrobiennes utilisée en tant que
systemes de défense. La chélation de fer par les bactéries ou champignons est un caractere
trés 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 phytopathogenes surtout les champignons, un caractére recherché dans le
biocontréle des agents phytopathogénes (Dahdah et al., 2015). Les sidérophores sont trés
importants pour la croissance et la survie des bactéries dans le sol et les environnements
aqueux (Guerinot, 1994). Plusieurs études ont démontré ’implication de pyoverdines dans

la suppression de maladies a savoir les fusarioses vasculaires.

b. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est connu comme 1’un des minéraux nutritifs, le plus souvent, limitant

la croissance des plantes (Vessey, 2003). Dans les sols, ils sont généralement présents a des
faibles concentrations dans la solution, en raison des nombreux processus géochimiques
contraignant leur mobilité et leur disponibilité. Les plantes et les micro-organismes associés,
au travers de relations rhizosphériques, symbiotiques et par la prédation des populations
microbiennes, modifient considérablement la quantité de P que la plante est capable
d’acquérir tout au long de sa croissance (biodisponibilité) (Plassard et al., 2015). 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 (Dahdah et al.,
2015).
Les bactéries solubilisant le phosphate sont communes dans la rhizosphére, cette derniére
étant le siege de nombreuses interactions entre les plantes et les divers microorganismes
associés. La sécrétion d’acides organiques et de phosphatases facilitent la conversion de
formes insolubles de phosphore en formes disponibles pour les plantes (Kim et al., 1998;
Richardson, 2001). Les especes de Pseudomonas spp. fluorescents comme P. chlororaphis,
P. putida et P. aeruginosa ont été identifié comme rhizobacteries solubilisant le phosphate
(Cattelan et al., 1999).

c. Production de I’acide indole acétique (AlA)

L’acide indole-3-acétique est reconnue comme une auxine principale chez les

plantes, impliqué dans le contréle de la croissance des fruits, de la dominance apicale, de
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I’¢longation des tiges et de nombreux processus mettant en jeu la division et différenciation
cellulaires (O’Gara et al., 2008) . L’AIA est connu pour déclencher les divisions, favoriser
I’apparition des racines adventives sur les boutures tout en inhibant leur élongation
(Karabaghli et al., 1997). Cette phytohormone impliquée dans I’initiation de la division des
cellules au niveau des racines, et de leurs élargissements (Salisbury, 1994), est
communément produite par les rhizobactéries (Barazani et Friedman, 1999). Ces derniéres
sont connues pour leurs capacités a augmenter la croissance et la longueur des racines. Cet
effet résulte d’une augmentation de surface racinaire ainsi une accessibilité plus importante
a des nutriments pour la plante. Patten et Glick (2002), ont rapporté le role de 1’ AIA produit
par P. putida, chez la plante hote, dans le développement de son systeme racinaire.

d. Production d’antibiotiques

L'antibiose est definie comme « l'inhibition d'un organisme par le produit metabolique

d'un autre organisme » (Cook et Baker, 1974), c’est probablement le mécanisme le plus
connu et peut-étre le plus important utilisé par les PGPR pour limiter I'invasion de
pathogenes dans les tissus de la plante héte. Il consiste en une inhibition directe de la
croissance du pathogéne via la production de métabolites aux propriétes antifongiques et/ou
antibiotiques (Thomashow et al., 1997).
Les Pseudomons spp. fluorescents sont des producteurs potentiels d’une gamme variée
d’antibiotiques avec un large spectre d’action, sur des agents fongique telluriques. Parmi ces
antibiotiques les pyolutéorine (PLT), les phenazines (pcA), les pyrrolnitrines (Prn), le 2,4-
diacétyl- phloroglucinol (DAPG), les tropolone et I’oomycine... (Keel et al., 1991,
Kloepper et al., 1991)

Les phenazines (pcA) le 2,4- diacétyl- phloroglucinol (DAPG) sont les majeurs
déterminants rapportés dans le biocontréle de plusieurs agents phytopathogénes (Defago et
Hass, 2005). Ainsi le DAPG produit par une souche de Pseudomonas fluorescens (CHAO)

protege Arabidopsis thaliana de Peronospora parasitica (Lavicoli et al., 2013).
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1. 4 Le cuivre et son effet sur la plante

.4 .1 Le cuivre

Les métaux lourds sont des éléments métalliques naturels caractérisés par une masse
volumique supeérieure a 7 g.cm-3. lls sont généralement présents dans l'environnement a
I'état de traces, notamment le mercure, le plomb, le cadmium, le cuivre, l'arsenic, le nickel,
le zinc, le cobalt et le manganese. Parmi eux, le plomb, le cadmium et le mercure sont les
plus toxiques (Shabbir et al.,2020).

I. 4.1.2 Description et composé

Le cuivre (Cu ; numéro atomique 29/poids atomique de 63.5/ densité de 8.96 g.cm3)
est un oligo-élément essentiel a la présence de la vie sur terre, et indispensable au bon
fonctionnement de nombreuses fonctions physiologiques chez les plantes supérieures et les
animaux. Il posséde deux isotopes stables (63Cu a 69,2% et 65Cu a 30,8%) et 27
radioisotopes qui n’existent pas a I’état naturel. Le milieu environnemental le plus exposé

au cuivre est le sol (Shabbir et al.,2020).

Le cuivre est un métal de transition et un oligo-élément essentiel a la vie en petite
quantité, mais toxique en quantités plus importantes. 1l se présente généralement sous forme
métallique. Les minerais de cuivre se composent principalement de sulfures, de sulfosels,
d'oxydes, de carbonates, de silicates et de sulfates de cuivre. Ces minerais ne sont pas utilisés
tels quels dans des applications courantes, mais servent a la fabrication du cuivre métallique,
des alliages et des composés de cuivre. Dans les alliages de cuivre les plus couramment
utilisés, le cuivre est majoritaire, ce qui leur confére une bonne conductivité thermique,
électrique et une résistance a la corrosion. On estime qu'il existe environ 400 alliages de
cuivre différents. Les principaux composés du cuivre incluent I'acétate de cuivre, le chlorure

cuivrique, le chlorure cuivreux, I'oxyde cuivrique, I'oxyde cuivreux et le sulfate de cuivre.

I. 4.1.3 Origine du cuivre

Le cuivre est présent naturellement dans la crodte terrestre, ainsi que dans les océans,
les lacs et les riviéres, se trouvant sous différentes formes et concentrations. Bien qu'il soit
I'un des rares métaux a se trouver a I'état natif, il est principalement présent sous forme de

minerais.
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Lorsqu'il est rejeté dans l'eau, le cuivre se retrouve généralement sous forme
particulaire et a tendance a se déposer, précipiter ou s'adsorber a la matiere organique, au fer
hydraté, aux oxydes de manganese ou aux argiles. Sous certaines conditions de drainage ou
en milieu tres acide, le cuivre peut migrer en profondeur, représentant un risque potentiel.

Les cours d'eau peuvent contenir des concentrations élevées de cuivre en suspension.

Les sources anthropiques de cuivre proviennent de sa production, de son utilisation
ou de son élimination, telles que les activités industrielles et agricoles. Les composés de
cuivre sont également émis par des produits tels que les insecticides, molluscicides,
bactéricides, herbicides et fongicides, ainsi que dans des solutions telles que la bouillie
bordelaise et bourguignonne. (Guo et al., 2016)

Tableau 02 : les origines naturels et anthropique de cuivre

Origines naturels Origines anthropiques
I'extraction et I'utilisation de matiéres

premiéres

I’utilisation massive des engrais (avec leurs

L’activité volcanique et l'altération des | impuretés), des pesticides, de I'épandage de

continents. boues d'épuration, des lisiers

Les rejets de I'industrie poussiéres contenues

dans les fumées emises, ou d'effluents gazeux
ou liquides

L'urbanisation et ses décharges de déchets
urbains

I. 4 .1.4 Utilisation en agriculture

Derniérement, de nombreuses activités agronomiques ont eu pour effet de rejeter en
grande quantité du cuivre dans I'écosysteme en raison de son utilisation dans l'agriculture en
tant que bactéricide, algicide et fongicide (Shabbir et al., 2020). Depuis la fin du XIXe
siecle, les fongicides a base de cuivre (bouillie bordelaise) sont largement employés pour

combattre les maladies fongiques de la vigne (Epstein et Bassein, 2001).

Selon Guo et al. (2016), les biocides contenant du Cu sont couramment employés
afin de prévenir les dégradations biotiques causées par des champignons ou des insectes. Les
algicides et les pesticides utilisent également du cuivre comme élément essentiel, comme
l'oxychlorure de cuivre, le sulfate de cuivre et les hydroxydes de cuivre. Selon Gad EI-Hak
et Mobarak (2019), le sulfate de cuivre est la principale substance chimique employée pour

lutter contre les maladies des plantes.

(TAEN
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Le sulfate de cuivre CuSO4.5H20 et le chélate de cuivre Na>Cu-EDTA sont des engrais
cupriques fréquents. L'engrais le plus ancien et le plus célebre est le sulfate de cuivre. 1l est
employé soit sous forme solide pour I'application au sol, soit sous forme de solution diluée
pour la pulvérisation des feuilles (Mottaleb et al., 2021). Il est également possible d'utiliser
des engrais a base d'oxyde métallique et de silicate pour traiter les sols qui manquent de
cuivre. En premier lieu, il est nécessaire que ces substances soient solubilisées dans les sols,

c'est-a-dire converties en ions Cu?* (Obrador et al., 2013).

1.4 .1.5 Le cuivre dans la plante

Les plantes absorbent divers éléments minéraux du sol, classés en deux catégories :
les macroéléments et les microéléments, également appelés oligo-éléments. Ces derniers
jouent un role crucial dans la vie végétale, mais de maniere différente des macroéléments.
Leur fonction est principalement catalytique plutdét que structurale, expliquant ainsi leur
nécessité malgré leurs besoins minimes. En effet, ils agissent comme des cofacteurs pour les
enzymes impliquées dans les processus biochimiques essentiels a la croissance des plantes
(Obrador et al., 2013).

Le cuivre est essentiel pour les plantes car il participe a plusieurs processus vitaux,
notamment la photosynthese, la formation de chlorophylle et la régulation de la respiration
cellulaire. En tant que catalyseur, il facilite la conversion de certaines substances, favorisant
ainsi la croissance et le développement des plantes. Les plantes absorbent le cuivre du sol
principalement sous forme d'ions cuivreux (Cu+), qui sont ensuite transportes vers les tissus
vegétaux ou ils jouent leur role. Cependant, un exces de cuivre peut perturber I'équilibre
physiologique des plantes, entrainant des effets néfastes tels que des dommages aux
membranes cellulaires, une inhibition de la croissance et des perturbations dans I'absorption

d'autres éléments nutritifs.

1.4 .1.6 Toxicité du cuivre

Dans les terres cultivées, les cultures agricoles sont confrontées a des stress
abiotiques importants tels que la sécheresse, la salinité et les métaux lourds. Selon Wuana
et Okieimen (2011), la toxicité du cuivre représente un défi majeur pour les cultures
vivrieres et les plantes d'importance économique. Les plantes sont vulnérables a une

concentration plus élevée de Cu, ce qui entraine des conséquences néfastes importantes,
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allant des aspects morphologiques et physiologiques aux aspects moléculaires, et qui se
manifestent a tous les stades de leur croissance (Adrees et al., 2015). Selon Wuana et
Okieimen (2011), la présence de cuivre toxique dans les plantes constitue une contrainte
importante qui non seulement limite la croissance des plantes, mais également altére la

qualité des aliments.

I. 4 .1.7 Mécanisme de toxicité de cuivre

Quand la quantité de cuivre présente dans les organismes est excessive, cela perturbe
de nombreux processus physiologiques. La toxicité biochimique est causée par la réactivité
élevée de cet élément. Ses propriétés oxydo-réductrices lui permettent de se lier étroitement
aux molécules riches en électrons.Par exemple, cette réactivité peut provoquer une
dépolarisation avec un dysfonctionnement physiologique des récepteurs et des transporteurs

moléculaires cellulaires, ou encore sa fixation sur des sites actifs de macromolécules.

Les radicaux libres excessifs peuvent provoquer des réactions d'oxydoreduction en
chaine (stress oxydant) qui entrainent une diminution de l'intégrité cellulaire. L'exces de
cuivre perturbe le photosystéeme Il lors de la réaction de photosynthése, que ce soit par
insertion dans la Phéo (molécule de chlorophylle sans atome central de magnésium) ou par

substitution des ions Mg2+ dans la chlorophylle elle-méme (Thomas, 2011).

1.4 .1.8 L’effet bénéfique du Cuivre sur la Croissance des Tomates

L'apport adéquat de cuivre se traduit par de nombreux bénéfices pour la croissance
et le développement des plantes de tomate. Il stimule la formation d'un systéeme racinaire
robuste, favorisant une meilleure absorption des nutriments et de I'eau. Cela se répercute sur
une croissance vigoureuse de la plante, avec des tiges plus solides et un feuillage vert foncé,
signe d'une bonne santé. Le cuivre joue également un réle dans la résistance aux stress
abiotiques tels que la sécheresse et les températures extrémes, améliorant ainsi la résilience

des cultures de tomates (Marschner, 2011).

1.4 .1.9 Toxicité du Cuivre et ses impacts sur les Tomates

Bien que le cuivre soit essentiel pour les plantes de tomate, un exces peut s'avérer
toxique et nuire gravement a leur croissance et leur développement. Une accumulation

excessive de cuivre dans le sol ou I'eau d'irrigation peut entrainer des symptomes tels que le

(TAEN
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flétrissement des feuilles, la réduction de la surface foliaire, le ralentissement de la
croissance et l'apparition de nécroses. La toxicité au cuivre peut également affecter
I'absorption d'autres nutriments, deséquilibrant la nutrition de la plante. Il est donc crucial
de maintenir un équilibre optimal en cuivre pour assurer la santé et la productivité des

cultures de tomates (Thomas, 2011).

1.4 .1.10 Stratégies de résistances des Pseudomonas au cuivre

Les bactéries ont la capacité de diminuer, oxyder, conserver, évaporer ou décomposer
les polluants. Selon Ferret (2012), [l'utilisation de leurs capacités métaboliques
exceptionnelles permet de considerer leur utilisation dans des méthodes efficaces et
abordables de bioremédiation des eaux ou sols contaminés par des métaux traces ou des

radionucléides toxiques.

Différentes stratégies de résistance ont éte développées par les bactéries (fig. 02) pour
faire face a des concentrations toxiques de metaux :

a. L’exclusion par perméabilité membranaire
Naturellement, les bactéries créent un "film" de polysaccharides extracellulaires qui

absorbe les ions métalliques et les empéche d'interagir avec les composés cellulaires
essentiels. Le Cd?* ajouté dans le milieu de culture peut donc étre lié a 100% par

Pseudomonas putida, a une concentration de 2,5 mg.L-1.

b. L’efflux actif
C'est le moyen de résistance le plus couramment employé par les microorganismes.
Les mécanismes de transport actif sont employés par eux afin d'évacuer les métaux
toxiques de leur cytoplasme vers le milieu extracellulaire. L'ion Cu?* est exporté chez

Pseudomonas aeruginosa par 4 protéines qui stockent le cuivre dans le périplasme.

c. Laséquestration intracellulaire
Elle favorise la conservation des métaux dans le cytoplasme afin d'éviter I'exposition
des métaux au cytoplasme, ce qui rend les composants cellulaires essentiels a
I'exposition aux métaux. Les métaux les plus couramment séquestrés sont les ions
Cd?*, Cu?* et Zn?*. Chez Pseudomonas putida, on a constaté cette stratégie pour le

Cd?* en produisant trois protéines de faible poids moléculaire, riches en cystéines.

(1IN
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d. La détoxification enzymatique

Elle utilise des génes qui jouent un rdle dans la diminution des composés métalliques.

e. La réduction de la sensibilité des cibles cellulaires des métaux

La protection s'effectue par mutation, sans modifier les fonctions essentielles de la
cellule.

g. Lasynthése des sidérophores

Le sidérophore, en liant le métal dans le milieu extracellulaire, réduit la quantité de
métaux libres, ce qui a un impact sur sa diffusion dans la bactérie et donc sa toxicité. Selon
Ferret (2012), une souche de Pseudomonas aeruginosa qui produit la pyoverdine et la
pyochélinsemble plus résistante aux métaux qu'une souche qui ne produit pas de

sidérophore.

Figure 02. Mécanismes de résistances bactériens aux métaux (Haferburg, Kothe, 2007).
X : constituants cellulaires interagissant avec les cations métalliques.

M : cations métalliques.
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Ce travail comporte deux parties

% La premiére est de tester I'effet des Pseudomonas fluorescents sur la germination des
graines de tomates sous stress en cuivre

% La deuxieme est réalisée in vitro dont le but est d’étudier l'effet des Pseudomonas
fluorescent lors de la transplantation des plants de tomates du contaminé par un métal

lourd (cuivre)

11.1. Matériel biologique

I1.1. 1 Matériel végétal

La variété de tomate Lycopersicum esculentum mill. utilisée pour cette expérience a
été importé de la chine fournie par PANG'S SEED. C'est des graines hybride F1 de variété
ELMASSA, récoltées en 2022 traitées par Metalexil Mancozeb, leurs taux de germination

sont de 92% selon le fournisseur.

Pour cette expérience nous avons utilisé des graines de tomates pour I’essai de

germination et des plants de la méme variété que les graines pour le deuxieme essai.

I1.1. 2 Souches bactériennes

Quatre souches de Pseudomonas spp. fluorescents saprophyte ont été utilisées . Les
souches " R2; P12 ; P212 et P429 " sont issus de la zone rhizosphérique des plantes
spontanées, Les souches bactériennes sont déja isolées et identifiées au laboratoire de
l'universitt AMMAR TELIDJI Laghouat. Leur régénération a été réalisée sur le milieu King
B. notant que notre choix été fondé sur leur tolérance au cuivre, comme indiqué dans I'étude
de Cheneuf (2023)

11.2 Essai de la stimulation de la germination in vitro

Dans cet essai I’étude est basé sur ’estimation du taux de germination des graines

bactrisé par souches de Pseudomonas spp. fluorescents par des sous stress en cuivre .

N
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I1.2.1 Préparation de milieu de stress

Pour cet essai nous avons opté pour un milieu stérile a base d’agarose additionné
avec les concentrations respectives de 0 ;50 ; 100 ;150 ;200 ;300 ;400 ppm de cuivre prépare
a partir de sulfate de cuivre (CuSO4, 5H20) conditionné dans des boites de Pétri.

11.2.2 Désinfection des graines de tomates

La désinfection s'est faite en trempant les graines de tomates dans une solution de
HgCl> (0.1%) pendant 1 minute, puis en les ringant cing fois avec de I'eau distillée stérile,
puis en les séchant avec du papier absorbant.

11.2.2 Préparation des suspensions bactériennes

Nous avons préparé les quatre suspensions bactériennes des souches testées soit
(P212, P12, R2 et P429) a partir de culture jeune age de 24 heures, a des concentrations

approximative d’environ 10 UFC/m,

11.2.3 Bactérisation des graines

Une fois que les grains ont été désinfectes, ils ont été immergés dans la suspensions
bactérienne correspondante (P212, P12, R2 et P429). Le témoin non bactérise a été immergé
dans de l'eau distillée stérile. Ces préparations ont été laissées pendant 24 heures a une

température de 24°C.

Une fois que la suspension bactérienne a été ainsi préparer les grains désinfectés, ont
été immergé dans la suspension bactérienne correspondante (P212, P12, R2 et P429). Le
témoin non bactérisé a été immergé dans de I'eau distillée stérile. Ces préparations ont été
laissées pendant 24 heures a une température de 24°C. Une fois que les grains ont été
bactériseés, ils ont été placés sur du papier absorbant stérile pour les sécher, puis repiqués

dans des boites de Pétri et placés dans un incubateur a une température de 25°C.
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11.2.4 Dispositif expérimental

Un dispositif de randomisation totale a deux facteurs avec six répétitions a été choisie pour

I'étude.

Facteur 1 : représente la bactérisation avec Cing niveaux soit les souches
bactériennes ; P212. P12. R2 et. P429 et le témoin non bactérisé (TNB).

Facteur 2 : représente la concentration du facteur stressant soit le cuivre avec 7
niveaux pour le stress 0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 400 ppm de cuivre.

Nous avons 35 traitements qui sont :

>

T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 : correspond a une bactérisation par 212 et la
concentration respective de 0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 400 ppm de cuivre ;
T8, T9, T10, T11, T12, T13, T14 : correspond a une bactérisation par R2 et la
concentration respective de 0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 400 ppm de cuivre ;
T15, T16, T17, T18, T19, T20, T21 : correspond a une bactérisation par P12 et la
concentration respective de 0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 400 ppm de cuivre ;
T22, T23, T24, T25, T26, T27, T28 : correspond a une bactérisation par 429 et la
concentration respective de 0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 300 ppm de cuivre ;
T29, T30, T31, T32, T33, T34, T35 : correspond au témoin non bactérisé et la
concentration respective de 0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 400 ppm de cuivre.

11.2.4 Paramétres étudiés

11.2.4.1 Taux de germination

Un test de germination permet de connaitre la faculté germinative (ou taux de germination)

d’un lot de semences. Ce Taux de germination (TG) est exprimé par le rapport nombre de

graines germées sur nombre total de graines :

TG (%)=n x 100 / N

n: nombre de graines germées
N: nombre de graine totale

™
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11.3 Essai de la stimulation de la croissance sous stress en cuivre in vivo

Nous avons réalisé ce test pour déterminer I’effet de nos souches rhizobactériennes

de Pseudomonas spp. fluorescents sur des plans de tomates sous stress en cuivre

11.3.1 Application de stress en cuivre

En préparant des solutions a base de sulfate de cuivre (Cu SOs, 5H20), a une
concentration de 0 ; 150 ;250 ; 350 et 450 ppm. Les solutions de cuivre ainsi préparées sont

utilisées pour arroser la tourbe a raison de 25 ml pour 25¢g de tourbe.

11.3.2 Préparation des suspensions bactériennes

La préparation de la suspension bactérienne des quatre souches de Pseudomonas spp.
fluorescentes saprophytes a été effectuée selon un protocole identique a celui utilisé pour la premiére

expérience.

11.3.3 Bactérisation du substrat

Aprés 24 heures de la contamination de tourbe par le cuivre. Les quatre suspensions
bactériennes (212. P12. R2 et 429) ont bactérisé le substrat en l'arrosant a 20 ml/25g de

tourbe, tandis que le témoin non bactérisé (TNB) a été arrosé avec de I'eau distillée.

11.3.3 Transplantation des plants

Apres 24 heures de la préparation des alvéoles, nous avons transplanté des plants de
tomates déja poussé dans une tourbe saine (age de 15 jours) dans la tourbe contaminée

préalablement préparée.

N
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11.3.4 Dispositif expérimental

Un dispositif de randomisation totale a deux facteurs avec huit répétitions a été choisie pour

cet essai ;

Facteur 1 : représente la bactérisation avec Cing niveaux soit les souches
bactériennes (212. P12. R2 et. 429 et le témoin non bactérisé (TNB)).
Facteur 2 : représente la concentration du facteur stressant soit la concentration en

cuivre avec 5 niveaux soit 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm de cuivre (Cu).

Nous avons 25 traitements qui sont ;

>

T1, T2, T3, T4, T5 : correspond a une bactérisation par P12 et la concentration
respective de 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm de cuivre ;

T6, T7, T8, T9, T10 : correspond a une bacterisation par 212 et la concentration
respective de 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm de cuivre ;

T11, T12, T13, T14, T15: correspond a une bactérisation par R2 et la concentration
respective de 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm de cuivre ;

T16, T17,T18, T19, T20 : correspond a une bactérisation par 429 et la concentration
respective de 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm de cuivre ;

T21, T22, T23, T24, T25 : correspond au témoin non bactérisé et la concentration
respective de 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm de sulfate de cuivre.

11.3.5 Parameétres étudiés

Les plantes ont été prélevées et transférées apres 25 jours de croissance, afin

d’analyser les paramétres suivants :

11.3.5.1 Mesure de la teneur relative en eau

Pour évaluer la teneur relative en eau, nous avons collecté les plantes entiéres, en

séparant la partie aérienne de la partie souterraine. Le poids frais en gramme des différents

organes a été mesuré a l'aide d'une balance de précision. Suite a leur séchage dans I'étuve a
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60° C, nous les avons peses afin de calculer le poids sec en grammes en utilisant la méme

balance de précision.
Nous avons calculé la teneur relative en eau (TRE %) en utilisant I'équation suivante :

TRE % = ((PF — PS) / (PF)) x 100

TRE % : teneur relative en eau
PF : poids de la matiére végétale fraiche,
PS : poids de la matiére végétale seche

11.3.5.2 Mesure de la fuite d'électrolyte

Pour cette expérience la mesure de I'intégrité membranaires des cellules végétales a
été realisé pour les feuilles et les racines, nous disposons d'un conductimétre délivrant les

mesures en uSiemens.

Apres les avoir rincés a l'eau distillée, 10 segments foliaires et racinaires de 1 cm
approximativement, sont placés dans 20 ml d'eau distillée dans des flacons, puis agités

pendant 1 h dans un shaker a 150 t/min. puis la conductivité est lue une premiere fois.

Le mélange eau et tissus (foliaires ou racinaire) est ensuite placé 30 min a 95 ° C
pour obtenir une destruction totale des membranes. Nous obtenons, ainsi, la conductivité
totale, deuxiéme mesure de conductivité lue apres retour du mélange a la température

ambiante.
Les résultats sont exprimés en pourcentage, selon la formule ci - dessous :

Fuite d’électrolytes (%) = (premiére mesure de conductivité électrique
/ conductivité totale) *100

11.3.5.3 Dosage de chlorophylle

La méthode utilisée pour mesurer les chlorophylles est celle de Francis et al. (1970),

il implique de macérer 500 mg de tissus foliaires dans 2ml d'acétone 85%.

Les feuilles sont fragmentées et mises dans des tubes a essai fermeés et recouverts par

du papier aluminium pour éviter 1’oxydation de la chlorophylle par la lumiére.

N
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Ensuite, nous les avons laissé les tubes reposer pendant 48 heures a température
ambiante. Apres 48 heures, nous avons effectué la mesure des densités optiques (DO) des
solutions a l'aide d'un spectrophotometre a deux longueurs : 645 nm pour la chlorophylle (a)
et 663 nm pour la chlorophylle (b).

Nous avons calculé les concentrations en chlorophylle en utilisant les formules

suivantes :

Chl (a) (ug /g MF) = [12, 7xDo (663) -2, 59xDo (645)] XV / 1000xW
Chl (b) (Hg/g MF) = [22, 9 xDo (645) — 4, 68xDo (663)] XV / 1000xW
Chl (a+b) (ug/g MF) = Chl(a)+Chl(b)

V: volume de la solution extraite
W: le poids de la matiére fraiche.

11.3.5.4 Dosage de proline

Selon le protocole de Troll et Lindsley (1955), nous avons prélevé 100 mg de matiere
fraiche dans des tubes a essai contenant 3 ml de méthanol a 40%. Nous avons fait chauffer
tout le contenu a une température de 85°C dans un bain-Marie pendant une durée de 60
minutes. Une fois refroidi, nous avons ajouté a I'extrait de la ninhydrine (CoHsO4), de I'acide
acetique, et de I’acide ortho-phosphorique puis en portant la solution obtenue a ébullition
pendant 60 minutes a une température de 100°C dans un bain-Marie. Apres refroidissement,
du toluéne est ajouté a la solution et agité, ce qui provoque la séparation en deux phases :
une phase supérieure de couleur rouge contenant de la proline et une phase inférieure
transparente sans proline. La phase supérieure est élevée et sa (D.O) densité optique est

mesurée a une longueur d'onde de 520 mn au spectrophotometre.

11.3.5.5 Dosage des sucres solubles

L'extraction des sucres se fait selon la méthode de Dubois (1956) en utilisant 100 mg
de matiere fraiche, placées dans des tubes a essais, puis en ajoutant 3 ml d'éthanol a 80%.
Pendant 48 heures, il est laissé a température ambiante dans l'obscurité. Lors du dosage, les
tubes sont mis dans I'étuve a une température de 80°C afin de faire évaporer l'alcool. Puis
nous avons ajouté 20ml d'eau distillée a I'extrait dans chaque tube. C'est la solution a

analyser.
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Dans des tubes a essais propres, nous avons préelevé 2ml de la solution a analyser,
puis nous avons ajouté 1ml de phénol a 5% (le phénol est dilué dans de I'eau distillée) et 5
ml d'acide sulfurique concentré a 96%, en évitant de verser de I'acide contre les parois du
tube. La solution obtenue est d'un jaune orange a la surface, puis elle est passée au vortex
afin d'homogénéiser la couleur. Les tubes sont placés pendant 10 minutes et placés au bain-
marie pendant 20 minutes a une température de 30°C (La couleur de la réaction reste stable
pendant plusieurs heures). Les évaluations des absorbances sont réalisées a une longueur
d'onde de 485 nm.

11.3.5.6 Dosage de polyphénol

Une quantité définie (100 mg) de tissus végétaux (feuilles et racines) est mélangée a
un solvant organique (3ml d’éthanol), afin de réaliser une macération pour extraire les
principes actifs. Apres 48 heures, 100uL d’extraits dilués sont mélangés a 500uL de réactif
de Folin-Ciocalteu préalablement préparé et dilué¢ 10 fois avec de I’eau distillée (10%). Une
quantité de carbonate de sodium (750 pL) est ensuite ajoutée en concentration definie aux
mélanges qui sont agités. Aprés 10 minute a 1’obscurité, La lecture de 1’absorbance
s’effectue sur une longueur d’onde de 760 nm et la concentration en polyphénols dans les

extraits végétaux peut finalement étre déterminée (Oksiiz et al., 2015).

11.3.6 Analyse statistique

La version d'essai du logiciel stat box végetal 6.9 permet d'analyser les résultats en
utilisant FANOVA, qui prend en compte l'essai aléatoire. Il s'agit d'une analyse a deux
facteurs de variation qui impliquent la présence de bactéries et la concentration de cuivre
que ce soit pour l'essai dans un environnement in vitro ou in vivo. Lorsqu'une variation
significative avec un seuil d'erreur de 5 % a été observée, l'analyse est complétée par le test

de Newman et Keuls. En utilisant ce test, nous avons réalisé une comparaison des moyennes.
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Résultats et discussion

111. 1 Résultats

Les résultats présentés dans cette partie sont issus des essais effectués sur des graines
de tomates pour mettre en évidence 1’effet bénéfique des Pseudomonas spp. fluorescents sur

la germination ainsi que sur des plants sous stress abiotiques ;stress en cuivre .

Les analyses statistiques des résultats ont montré des différences significatives pour
la plupart des parametres étudies que ce soit pour facteur bactérisation le facteur
concentration de stress et leur interaction, sauf pour la teneur relative en eau dans les racines et

les feuilles et la fuite d’¢électrolytes des feuilles

I11.1.1 Les résultats relatifs a I’essai de la stimulation de la germination in
vitro

111.1.1.1 Effet sur le taux de germination

L’analyse de la variance a révélé une différence hautement significatif pour
L’interaction entre le facteur de Bactérisation et facteur concentration de stress , Nous avons
noté que le traitement P12 4 100ppm a donné la meilleur moyenne de I’ordre de 66,66% est
classé dans le groupe (a) , suivi par les traitements P429 a 300 ppm , P429 a Oppm et R2 a
300 ppm Classé dans le groupe intermédiaire (ab) avec de moyenne de 58.33% ,puis les
Traitements TNB a0, 50 et 100 ppm , P429 a 400ppm et 150 ppm ,P12 & (0 300 400 et 200
ppm) aussi P212 a100 et 300 ppm et R2 a50 ppm sont classe Dans le groupe(abc), ensuite
les traitements P212 (0, 100, 200 et 400 ppm) , et P429 a ( 50, 100 et 200 ppm ) et TNB a
150 et 200 ppm, R2 a 100 et 150 ppm sont classé dans le groupe homogene (abcd) en fin
les Traitements TNB a 300 et 400 ppm avec une moyenne d’rdre de 0,00% sont Classés dans

le groupe (d) (Figure 03)
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%)
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0;50;100; 150 ; 200 ; 300 et 400ppm : Concentrations de cuivre

Figure 03 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur le taux de germination in vitro.

111.1.2. Les résultats relatifs a ’effet de stress en cuivre et de la
bactérisation in vivo

111.1.2.1 Teneur relative en eau dans les feuilles

L'analyse de la variance pour Les facteurs bactérisation et concentration de cuivre
n’ont montré aucune différence significative dans la teneur relative en eau des feuilles, avec
des moyennes qui varie entre 87.42 et 98.11 % pour ’ensemble des traitements.
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%)
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 04 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur la teneur relative en eau des feuilles in vivo

111.1.2.2 Teneur relative en eau dans les racines

L'analyse de la variance pour Les facteurs bactérisation et concentration de cuivre
n’ont montré aucune différence significative dans la teneur relative en eau des racines avec

des moyennes qui varie entre 89.11 et 96.41 % pour I’ensemble des traitements.
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%)
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 05 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de

cuivre sur la teneur relative en eau dans les racines in vivo

111.1.2.3 Fuite d'électrolyte des feuilles

L’analyse de la variance n'a pas révélé une différence significative pour L’interaction
entre le facteur de bactérisation et le facteur concentration de cuivre, avec des moyennes qui

varie entre 23.78 et 45.28 % pour I’ensemble des traitements.
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogéne,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%))
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 06 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur la fuite d’électrolytes (%) des feuilles in vivo

111.1.2.4. Fuite d'électrolyte des racines

L’analyse de la variance a révélé une différence significative pour L’interaction entre
le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre , Nous avons noté que le
traitement P12 a Oppmet 350 ppm a donné la meilleur moyenne et est classe dans le groupe
(@), suivi par le traitement P429 a 150 ppm et P12 & P212 a 250ppm Classé dans le groupe
intermédiaire (ab), puis le traitement P429 a 250 ppm , P212 a Oppm , TNB a Oppm et P12
a 150 ppm sont classés dans le groupe (abc) , les traitements P212 a 150 ppm, TNB a 350
ppm et P12 a 450 ppm sont classés dans le groupe (abcd), les Traitements R2 a 250 ppm et
P212 a 350 ppm sont classés dans le groupe (bcd), ensuite les traitements R2 a 150 ppm ,
R2 et TNB a 450 ppm sont classés dans le groupe (cd ) , le traitement P429 a 450 et TNB a
150 sont classés dans le groupe (ef), en fin les traitements P429 a 450 ppm , P429 et R2 a
350 ppm, TNB a 250 ppm et P429 a Oppm sont classes dans le groupe (f). (Figure 07)
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogéne, selon le test
de Newman-keuls (o = 5%).
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 07: Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur la fuite d’électrolytes (%) des racines in vivo

111.1.2.5 Taux de Chlorophylle totale

D’apres L’analyse de la variance, on observe un effet significatif pour I’interaction
entre le facteur de bactérisation et facteur concentration decuivre, Nous avons noté que le
traitement P12 4350 pa donné la meilleur moyenne et est classé dans le groupe (a) suivi

par le autres traitements qui sont Clasé s dans le groupe intermédiaire (ab), en fin les

traitements P12 & Oppm et R2 & 350 ppm) sont classés dans le groupe b) Figure (08).
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%).
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 08 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur le taux de chlorophylle totale in vivo

111.1.2.6 Taux de Proline dans les feuilles

L’analyse de la variance a révélé une différence significative pour L’interaction
entre le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre , Nous avons noté que le
traitement P429 a 450ppm a donné la meilleur moyenne et est classé dans le groupe (a) ,
suivi par les traitements P429 a 350 ppm ; P429 & R2 a 250ppm et TNB a 150 ppm et TNB
&P429 a Oppm qui sont Classé dans le groupe intermédiaire (ab), puis le traitement R2 a 0;
150 ; 350 et 450 ppm dans le groupe (abc ) aussi le traitement P212 a Oppm et 450 ppm et
p429 a 150 ppm dans le méme groupe (abc ) , suivi par d'autres traitements classés dans le
groupe homogene (bc ) et dernierement le groupe (c) qui contient le traitement P212 a 250

ppm. (Figure 09)
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%).
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
Concentrations de cuivre : 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm

Figure 09 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur le taux de la proline des feuilles in vivo

111.1.2.7 Taux de proline dans les racines

L’analyse de la variance a révélé une différence significative pour L’interaction
entre le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre , Nous avons noté que le
traitement P212 a 250ppm a donné la meilleur moyenne et est classé dans le groupe (a) ,
suivi par le traitement P429 a 350 ppm Classé aussi dans le groupe (a) , suivi par d'autres
traitements classés dans le groupe homogene (b) , la moyenne la plus basse est celle de

traitement P212 a 0 ppm est classé aussi dans le groupe (b). (Figure 10)
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%)
>P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
Concentrations de cuivre 0 ; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm

Figure 10 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur le taux de la proline dans des racines in vivo

111.1.2.8 Taux des Sucres solubles dans les feuilles

L’analyse de la variance a révélé une différence significtive pour L’interaction entre
le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre , Nous avons noté que le
traitement P12 a 150ppm a donné la meilleure moyenne et est classé dans le groupe (a) ,
suivi par le traitement P212 a 250 ppm Classé dans le groupe intermédiaire (ab), puis le
traitement P12 , P212 R2 a 0 ppm, TNB a 150 ppm, P12 ,P429 et R2 a 250 ppm dans le
groupe (abc) , aussi les traitements P12 ,P212 , et R2 a 350 ppm et P429 a 450 ppm sont
classés dans le groupe (abc) , la moyenne la plus basse c'est mes traitements P429 a 150 ppm
et P12 a 450 ppm classés dans le groupe (c) et le reste des traitements sont classés dans le

groupe homogeéne (bc) . (Figure 11)
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%)
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 11 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur taux des sucres solubles des feuilles in vivo

111.1.2.9 Taux des sucres solubles dans les racines

D’apres L’analyse de la variance, on observe un effet significatif pour I’interaction
entre le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre , Nous avons noté que le
traitement P12 a 450 ppm a donné la meilleur moyenne et est classé dans le groupe (a) ,
suivi par le traitement P12 a 150 ppm classé dans le groupe intermédiaire (b) , puis les autres
traitements qui sont Classés dans le groupe homogeéne (bc), et en fin les traitements P212 a

350 ppm et R2 a 0 ppm sont classés dans le groupe (c) (Figure 12 ).
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%)
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 12 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de

cuivre sur taux des sucres solubles des racines in vivo

111.1.2.10 Taux des Polyphénol dans les feuilles

L'analyse de la variance a révélé une différence significative pour L’interaction entre
le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre , Nous avons noté que le
traitement P429 a 450 ppm et P212 a 250 ppm ont donneés la meilleur moyenne et sont
classés dans le groupe (a) , suivi par le traitement P12 a 250 ppm qui est classé dans le groupe
intermédiaire (ab), puis les traitements P429a 350 ppm et R2 a 150 ppm dans le groupe
(bc) .les autres traitements sont classés dans les groupes homogénes (cd ;cde ; cdef;
defg ;efg), La moyenne la plus basse est celle de traitement TNB a 250 ppm classé dans le

groupe (g) apres celle de traitement TNB a 350 ppm classé dans le groupe (fg). Figure 13).
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogene,
selon le test de Newman-keuls (a = 5%)
P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé

0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 13 : Effet de I’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur concentration de
cuivre sur taux de polyphénol des feuilles in vivo

111.1.2.11 Taux des polyphénols dans les racines

L'analyse de la variance a révélé une différence significative pour L’interaction entre
le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre, Nous avons noté que le
traitement P12 a Oppm a donné la meilleure moyenne et est classé dans le groupe (a), suivi
par le traitement R2 a 450 ppm, P212 a 450 ppm et 250 ppm qui sont classés dans le groupe
intermédiaire (b), puis les traitements P12 a 450 ppm et 250 ppm et R2 a 350 ppm et P429,
R2 et P12 a 150 ppm dans le groupe (c). Le groupe dont la derniére classe est le groupe (f)
ou on trouve les traitements TNB a 0, 250, 350 et 450 ppm et le traitement P429 a 0 et 250
ppm et le traitement P212 a Oppm (Figure 14).
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Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartiennent au méme groupe homogéne,
selon le test de Newman-keuls (o = 5%)

P212 P12, P249, R2 : souches de Pseudomonas spp. fluorescents,
TNB : témoin non bacterisé
0; 150 ; 250 ; 350 et 450 ppm : Concentrations de cuivre

Figure 14 : Effet de ’interaction entre le facteur bactérisation et le facteur
concentration de cuivre sur taux des polyphénols des racines in vivo
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111.2 Discussion

Notre travail consiste a la mise en évidence de I’effet de biostimulation la croissance des
plantes de tomate dans un substrat pollué par le cuivre par des Pseudomonas spp fluorescents

Selon les diverses activités réalisées durant cette étude de bioremédiation par des
Pseudomonas spp..fluorescents, nous avons constaté que nos souches (P12) ; (P212) ; (P429)
et (R2) ont la capacité de tolérée des concentrations élevees du cuivre. La croissance des
plantes de tomate dans un substrat pollué par le cuivre a différentes concentrations (0 a 450

ppm)

Dans cette étude, la germination des graines de tomates a été étudiée en réponse a un
stress cuivrique a sept concentrations. (0 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 ; et 400 ppm, les
résultats montrent que le taux de germination des graines est faible, il ne dépasse pas les 50%
chez les témoins non bacteérisés (0 ppm), il est supérieur sous I’effet des bactéries par rapport
au stress sans cuivre, surtout aux concentrations. (300 ; et 400 ppm) ou le le taux de
germination été de 0% chez les témoins non bactérises par rapport aux traitements bactérises

avec des taux qui varies entre 16.67 et 58.33% pour ces deux concentrations.

Ces résultats corroborent ceux trouvés par Di Salvatore et al. (2008) qui ont montré que
le tégument constitue une barriére entre ’embryon et son environnement immédiat pour
I’adsorption des métaux. Chez plusieurs especes végétales, le tégument assure une tres haute
protection contre les stress abiotiques, et les fortes variations inter spécifiques des
morphologies de ces téguments peuvent affecter leur perméabilité auxmétaux (Moise et
al.,2005).

Nos résultants de I’essai de biostimulation des plantes de tomate et bioremédiation
de sol n’ont aucune différence significative pour le paramétre de teneur relative en eau,
malgré que de nombreuses études ont mis en évidence une perturbation importante du statut
hydrique des plantes traitées au cuivre. Elles ont principalement relevé une diminution de la
transpiration, y compris a de faibles doses, ainsi qu’une diminution de la teneur en eau
(Pourrut, 2008 ; Brunet et al., 2009).

Aussi nous avons noté que nos résultats sont en désaccord a ceux indiqués par
Demirevska et al. (2004), la diminution de la teneur relative en eau sous le stress imposé

par cuivre est attribuée de la transpiration de la plante. Selon Bessoule et al. (2002), Les
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feuilles sont petites, crispées et ont une teinte vert foncé, et elles ferment leurs stomates pour
limiter les pertes en eau (Chatterjee, 2000). Des résultats similaires obtenus par Brunet
(2008), montrent qu’il y a peu de différences concentrations la teneur relative en eau (RWC)
des plantes légumineuses (Lathyrus sativus L.) traitées par le cuivre, D’autres études ont
permis d’observer une diminution du taux de transpiration ainsi que du contenu en eau dans

les plantes (Igbal et Mushtaq, 1987 ; Sharma et Dubey, 2005).

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de fuite d’électrolytes des racines
chez les plantes stressées est supérieur a celui obtenu chez les plantes témoins et traité par
les bactéries Pseudomonas dans les plantes de tomates ¢a s’explique par une altération de
I’intégrité membranaire des cellules lors du stress, donc ¢a révele une différence nette entre
les plantes témoins et bactérisees et les plantes stressées. Car la variation des taux
d’électrolytes sous différents stress, apporte une information complémentaire sur le
comportement des variétes vis-a-vis ces contraintes (Bentahar 2017). En effet sous
contraintes abiotique, la déstabilisation membranaire est di a une désorganisation de 1’ultra
structure des parois provoquées par le stress. Ces altérations peuvent resulter de destructions

mécaniques par plasmolyse (Kara et Zerguine, 2016).

La hausse significative de fuite d’¢lectrolytes observée chez les plantes stressées
signifierait que le stress en cuivre a affecté 1’intégrité membranaire chez les plantes de tous

les composts. Ces résultats concorde avec ceux obtenus par Falalou (2006).

L’absence de différence significative entre les pourcentages de fuites d’électrolytes
des feuilles des plantes pourrait s’expliquer par le fait que nous avons une différence dans
les feuilles dont les protéines membranaires sont synthétisées sur la base des mémes génes.
Les travaux de Diop (2002) ont mis en évidence des différences génotypiques sur I’intégrité

membranaire du niebe en situation de stress.

La chlorophylle est une substance verte qui capte I'énergie lumineuse utilisée dans la
photosynthése (Hopkins, 2003). Elle favorise la croissance des plantes en combinant I'eau
et le gaz carbonique nécessaires a la production de sucres et d'amidon, une source d'énergie

essentielle pour le métabolisme de la plante (Vallée et al., 1999).



Résultats et discussion

Les plantes posseédent deux types principaux de chlorophylle : la chlorophylle a et
la chlorophylle b. Selon Bracket Mathis (2000), seule la chlorophylle A joué un réle direct

dans les réactions lumineuses chez les plantes.

Elle absorbe la lumiére des régions bleu violet et rouge du spectre et la transforme
en vert fonceé, car elle réfléchit principalement la lumiére verte. Les réactions lumineuses ne
sont pas directement impliquées par la chlorophylle B, mais elle transmet I'énergie absorbée
a la chlorophylle A. Ainsi, on désigne la chlorophylle B comme un pigment accessoire, et la
quantité de pigments chlorophylliens est souvent employée pour évaluer l'effet de divers
stress environnementaux (Bracket Mathis, 2000).

Nos résultats montrent une différence importante de la teneur en pigments

chlorophylliens (Chir A+B) chez la tomate dans différentes concentrations de cuivre.

Les travaux de Jiang Wang et al. (2010) montrent que le plomb peut diminuer le
taux de la chlorophylle, mais cette diminution reste faible contrairement a la diminution

observée en présence de Zn et Cu.

Les travaux de Murkowski et Skorska (2008), sur Cucumis sativa et Scenedesmus
quadricauda ont montré que la diminution de ’activité photosynthétique est la résultante,

de I’inhibition du transport des électrons dans le photosysteme deux (PSII)

Nos résultats montrent que D’interaction entre la bactérie et le cuivre, induit une
augmentation hautement significative des taux de proline accumulé dans les parties
aériennes et souterraines des plantes de Lycopersicum esculentum L. Cette augmentation
avec les concentrations de cuivre fournies dans le milieu de culture des plantes. Dans les
parties souterraines seule les deux traitement bacterisés par P212 et par P429 a 250 et 350

ppm respectivement ont été plus élevé que les autres traitements.

Conformément a nos résultats, une augmentation de cet acide aminé a été observée
chez le Canavalia ensiformis sous I’effet du cuivre avec une durée d’exposition de

11semaines, et chez Coffea arabica pendant 30 semaine (Andrade et al., 2010).

Nos résultats sont en accord avec de nombreux travaux, la proline est un acide aminé
souvent considéré comme un biomarqueur de stress (Djerroudi et al., 2010). Sachant que la
proline est une molécule organique prédominante qui joue un réle clé dans I'ajustement

osmotique sous stress, la stabilisation des structures subcellulaires, la production d'énergie

>
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et méme la contrainte de signal associée. Au cours de la déshydratation, elle joue également
un réle dans la régulation de I'osmorégulation de la cellule et la protection des protéines, et
elle peut également jouer un réle de régulateur enzymatique en conditions de stress (Rontain
et al., 2002).

D'aprés les résultats obtenus, nous avons observé un effet significatif pour
I’interaction entre le facteur de bactérisation et facteur concentration de cuivre pour le dosage
des Sucres solubles. Les sucres solubles, jouent un rdle central dans la structure,
métabolisme et le fonctionnement des plantes. Ils sont de plus impliqués dans de nombreux
mécanismes de réponse aux stress biotiques (Ramel, 2009). lls peuvent jouer un rdle dans
la protection des chlorophylles et des caroténoides contre I’agressivité du stress métallique
(Azouz et al., 2011). Verma et al. (2001), remettent cette accumulation a une adaptation
trés possible de la plante pour ajuster et maintenir un potentiel osmotique favorable. Ils
compromettent indirectement la croissance puisque les glucides ne sont pas directement
métabolisables, et dautre part, parce qu'il est clairement établi que I'accumulation des sucres
solubles totaux peut modifier certains paramétres de la photosynthése en inhibant

I'expression de nombreux génes impliqués dans I'assimilation du CO; (Koch, 1996).

Les concentrations de polyphénols dans les plantes stressées par le cuivre dans notre étude
sont comparables a celles rapportées dans d'autres études. Le stress par le cuivre induit une
accumulation de polyphénols en tant que réponse protectrice contre l'oxydation. Les
catéchines et les flavonols jouent un role clé dans la défense antioxydant. (Upadhyaya, et
al., 2011).

Les plantes d'olivier augmentent la production de polyphénols comme mécanisme de
défense contre le stress oxydatif induit par le cuivre. Les polyphénols contribuent a la
protection des cellules végétales contre les dommages oxydatifs. (Sytar et Kumar, 2013).
Cela suggére que le stress par le cuivre induit de maniére cohérente une augmentation de la

production de polyphénols dans diverses espéces végétales.
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Conclusion

Le cuivre est essentiel pour la croissance des plantes et des animaux, mais il devient
problématique en exces dans I'environnement, affectant négativement le fonctionnement des

plantes jusqu'a leur mortalité.

Cette étude représente une contribution significative au domaine de la
bioremédiation, particulierement dans la lutte contre la pollution des sols par le cuivre,
mettant en lumiére le réle crucial des micro-organismes de la rhizosphére. Notre objectif
principal était d'évaluer I'impact positif de la bactérie Pseudomonas spp. fluorescente sur les

substrats contaminés par le cuivre.

Nos observations ont révélé que certaines souches de Pseudomonas spp.
fluorescentes, notamment P12, P212, P429 et R2, présentent une remarquable tolérance au
cuivre, résistant méme a des concentrations allant jusqu'a 450 ppm. Cette information est
cruciale pour sélectionner les souches adaptées a la biorestauration des sols contaminés par

le cuivre.

Nous avons également constaté un effet positif significatif de la bacterisation par ces
souches sur la germination sous l'effet du cuivre, comparativement aux témoins non
bactérisés. Cependant, aucun effet notable n'a été observé sur le taux de rétention en eau
(TRE) ni sur la fuite d'électrolytes (%) des feuilles, bien que cette derniere ait été observéee

au niveau des racines.

De plus, aucun des traitements bactérisés n'a eu d'effet significatif sur le taux de
chlorophylle totale, sauf dans trois cas particuliers. Nous avons également noté des niveaux
plus élevés de proline dans les feuilles par rapport aux racines, ainsi que des augmentations
des sucres solubles et des polyphénols dans les racines et les feuilles des traitements
bactérisés par rapport aux témoins non bactérisés, pour chaque concentration de cuivre

testée.

En conclusion, nos recherches soulignent l'importance des Pseudomonas spp.
fluorescents comme outils essentiels pour la biorestauration des sols contamines par le
cuivre. Elles mettent en avant l'optimisation de leur application pratique et I'avancement des

stratégies pour une remédiation efficace et durable des sols.

Dans le cadre de ce projet, nous avons apporté plusieurs contributions précieuses.

Cependant, il reste des aspects et des domaines potentiels a approfondir.
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