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Résumeé

Résumeé

La polution est 'un des problémes qui touche gravemement I’environnement et résulte

beaucoup plus des polluants liés a l'industrie comme I’industrie pétrochimique.

Ces polluants imposent de sérieuses menaces pour la santé humaine, la qualité des végétaux, la
reproduction chez les animaux et affectent constamment I'environnement et la biodiversité en
raison de leur existence prolongée dans I'écosystéme ; les chercheurs sont maintenant orientés

vers la biotechnologie environnemental en appliquant les techniques de bioremédiation.

Cette technique biologique repose sur la transformation des composés nocifs en formes moins
dangereuses ou bien d’¢limination de ces derniers avec moins d'apport de produits chimiques,
d'énergie et de temps par des agents biologiques comme les plantes ,microorganismes et leurs
métabolites ;les bacteries ont prouvé leurs performance dans cette application parmi eux les

bactéries du groupes Pseudomonas spp. fluorescents.

Les objectifs de cette étude est de comprendre I’importance des Pseudomonas spp.
fluorescents autant que groupe associé aux réseaux communautairex rhizosphériques, ces
interactions avec les plantes ainsi que leurs mécanismes, et son importance dans la
bioremediation du sol pollué notament avec du pétrole mais aussi d’évaluer la performance de

leurs métabolites tels que les biosurfactants et les enzymes.

La bioremediation est une technique durable et bon marché permettant 1’¢limination des

déchets, peut se dérouler sur place ou ailleurs et donne des résultas satisfusants.

Mais comme nouvelle téchnologie la bioremediation par les bactéries telle que les Pseudomonas
spp. fluorescent des sols pollué par le pétrole posséde des limites qui empéchent leur

application en plain champs.

Mot clés: pollution, biotechnologie environnemental, bioremediation, Pseudomonas spp

fluoresent,, rizosphére.



Abstract

Abstract

Pollution is one of the problems that seriously affects the environment and results much

more from pollutants associated with industry such as the petrochemical industry.

These pollutants pose serious threats to human health, plant quality, reproduction in animals and
constantly affect the environment and biodiversity due to their prolonged existence in the
ecosystem; researchers are now oriented towards environmental biotechnology by applying

bioremediation techniques.

This biological technique is based on the transformation of harmful compounds into less
dangerous forms or the elimination of them with less input of chemicals, energy and time by
biological agents such as plants, microorganisms and their metabolites; the bacteria have proved
their performance in this application among them the bacteria of the Pseudomonas spp.

fluorescent.

The objectives of this study are to understand the importance of fluorescent Pseudomonas spp as
well as a group associated with rhizospheric community networks, these interactions with plants
as well as their mechanisms, and its importance in the bioremediation of soil polluted notably
with oil but also of " evaluate the performance of their metabolites such as biosurfactants and

enzymes.

Bioremediation is a sustainable and inexpensive technique for eliminating waste, can take place

on site or elsewhere and gives satisfactory results.

But as a new technology, bioremediation by bacteria such as Pseudomonas spp fluoresces in oil-

polluted soils has several limitations preventing their application in open fields.

Keywords: pollution, , environmental biotechnology, bioremediation, Pseudomonas spp

fluorescent, Community networks rizospheric.
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Glossaire

Adsorption sur charbon actif : Est destinée a traiter des matieres organiques réfractaires, ne se

trouvant pas en quantité trop importante.

Bioaccumulation : Processus par lequel les organismes vivants peuvent accumuler un

contaminant quel que soit la voie d’incorporation.

Erosion des sols : renvoie & l'amincissement de la couche arable d'un champ sous l'effet des

forces érosives naturelles ou sous l'effet des activités agricoles.

Excavation : Désigne I'action de creuser un terrain, un sol, et son résultat.

Exsudats : Liquide excrété par les racines des végétaux contient de I'eau, des sels minéraux.
Incinération : Technique de gestion des déchets consistant a les réduire en cendre.

Neutralisation : Est une réaction chimique ou un acide réagit avec une base de fagcon a former

de l'eau et un sel.
Plaque Elisa : Une plaque est préparée sur laquelle sont fixés des anticorps.

Phyllosphére : Est ’ensemble des parties des plantes situées au-dessus du niveau du sol et

considéré comme habitat pour les micro-organismes.

Polluants organiques persistants (POP) : Sont des substances chimiques qui possedent les

propriétés persistants, bioaccumulables, toxiques et mobiles.

Produit phytosanitaire : Est un produit chimique ou d’origines naturelles utilisées pour soigner

ou prévenir les maladies des végétaux.

Systeme aquifere : Ensemble d'aquiferes et de corps semi-perméables d'un seul tenant, dont

toutes les parties sont en liaison hydraulique continu.



Introduction

Introduction

La pollution de I'environnement est I’accumulation de polluants toxiques dans l'air, l'eau
et le sol qui réduisent la capacité des sites contaminés a soutenir la vie. L’augmentation de la
densité de la population humaine et de I’activité anthropique a conduit a une dégradation de la
surface de la terre par une mauvaise utilisation des ressources environnementales et une

mauvaise élimination des déchets (Pushpanathan et al., 2014).

La pollution est I'un des défis mondiaux les plus graves (Pandey et Singh, 2019), qui
affecte la biodiversité, les écosystemes et la santé humaine (Jan et al., 2016). Le sol est le
fondement du développement humain, l'utilisation et la protection des ressources du sol est
étroitement liée au bien-étre humain (Zhou et al., 2020). la pollution des sols par les métaux
lourds, des organochlorés et des hydrocarbures menace gravement la stabilité des écosystémes
(Zeng et al., 2019) .

La pollution des sols par les hydrocarbures pétroliéres ceci est principalement cause par
des accidents sur les plates-formes pétrolieres et pendant le transport d’hydrocarbures et aussi par
les rejetés (Srivastava et al., 2019) . La présence injustifiée de pétrole dans le sol affecte les
processus biogéochimiques naturels ainsi que la croissance des entités biotiques. S'ils persistent
plus longtemps, ces composés sont toxiques pour la santé animale et végétale (Tahseen et al.,
2019).

Les techniques traditionnelles de traitement des sols pollués sont tres compliquées. La
complexité de ces procédes est associée a la complexité des pollutions elles-mémes et les colts
souvent élevés. On assiste depuis deux décennies a I’évolution des techniques de dépollution
avec le passage progressif des techniques dites traditionnelles aux techniques de biodégradation
(Origo et al., 2012). Les interventions biotechnologiques avec la perspective d'améliorer le

potentiel de bioremédiation doivent étre élucidées (Jan et al., 2016).

Les technologies de bioremédiation telles que la biostimulation, la bioaugmentation et la
phytoremédiation avec les microorganismes (Agnello et al., 2016) ont recu une attention
considérable ces derniéres années en tant que stratégies efficaces de gestion des risques pour
réduire le transfert de contaminants vers les récepteurs locaux, grace a une stabilisation in situ ou

a I'extraction de polluants (Lacalle et al., 2020).



Introduction

La bioremédiation est un processus qui utilise principalement des microorganismes, des
plantes ou des enzymes microbiennes ou végetales pour détoxifier les contaminants dans le sol et
d'autres environnements (Gouma et al., 2014, p.) ; elle représente une méthode rentable pour le

traitement des sols pollués (Salanitro et al., 1997).

Dans le contexte de la valorisation de la biomasse microbienne, de nhombreux travaux,
depuis plus de trois décennies, ont souligné 1’opportunité de 1’exploitation de certaines catégories
de microorganismes telluriques, adaptées a la vie rhizosphérique des plantes et peuvent procurer

des effets phytobénéfiques.

Parmi les rhizobactéries, le groupe des Pseudomonas spp. fluorescents est 1'un des poles
microbiens ayant démontré des potentialités phytobénéfiques. Ces rhizobactéries sont
caractérisées par un arsenal métabolique, s’exprimant par la synthése de divers métabolites
secondaires impliqués dans les aspects trophiques, nutritionnels et de compétition avec les autres
microorganismes. De plus, ils ont montré une réesistance élevée aux antibiotiques, aux métaux

lourds et aux détergents et aux solvants organiques (Chellaiah, 2018).

Les Pseudomonas spp .fluorescents jouent un rdle dans la protection de
I’environnement (Moneke et al., 2010 ) par la dégradation des composés anthropiques toxiques.
Ils possedent une capacité presque illimitee a dégrader la plupart des produits naturels et de
nombreux xénobiotiques (Pepper, 2019). La capacité de Pseudomonas putida a dégradé le
pétrole in vitro a été observé par Tanti et Buragohain ( 2013) et le traitement a été testé a
I’échelle pilote (EI-Naas et al., 2016).

Vu ce qui précede, notre étude bibliographique prend toute son importance en mettant ’accent

sur :

» Lapollution et son impact sur I’environnement et la santé humaine ;

> Les différentes méthodes de dépollution et la bioremédiation comme une méthode
biologique.

» Le réle des Pseudomonas spp .fluorescents dans la remédiation des sols contaminés.

» Exemple d’application des Pseudomonas spp. fluorescents dans la bioremédiation des

sols pollués par les hydrocarbures pétroliers.
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Chapitre | : La pollution et la biotechnologie environnementale

L'environnement se compose de terre, d'eau et d’atmosphére et comme les polluants
interagissent avec I'environnement, ils subissent des changements chimiques et physiques....
(Pepper et al., 2006). L’activité humaine issue de la révolution industrielle a été a I’origine de la

pollution environnemental (Miguel ,2012).

Avec les progres de la biotechnologie, la bioremédiation est devenue I'un des domaines de
remédiation de l'environnement qui se développe le plus rapidement pour réduire la
concentration et la toxicité de divers polluants (Dua et al ., 2002). Elle consiste a utiliser des
agents biologiques qui peuvent étre de simples molécules organiques, comme de I’ADN ou des
anticorps, ou bien des organismes vivants ou morts (bactéries, microalgues, champignons, algues

et plantes supérieures) (Vavasseur, 2014).

1. La pollution et son impact sur I’environnement

1.1. Lapollution de I’environnement

Le mot pollution vient du latin polluere "salir, souiller” et pollutio "salissure, souillure »,

c’est au dix-huitieme siecle seulement qu'apparait I'emploi actuel de ce mot (Carbonnel, 1997).

Selon Kumar (2020), la pollution de Il'environnement est caractérisee comme «le
ternissement des parties physiques et organiques du cadre terre / air a un tel degré, que les
procédures environnementales ordinaires sont influencées de maniére antagoniste ce qui

entraine une pollution de l'air, de I'eau et du sol.

Elle est aussi I'accumulation et les effets néfastes de contaminants sur la santé humains et /
ou I’environnement (Pepper et al., 2006) et la biodiversité (Malik Muhammad et al., 2017) ;

susceptibles d’engendrer des détériorations aux biens et matériels (Blanchard, 2000).

Ce phénoméne mondiale (Narduzzi- londinsky, 2018) est le plus grand fléau face auquel
les potentialités de survies de nos écosystemes seraient inévitablement compromises (Mebirouk
et Mebirouk, 2019).
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1.2.  Origines et sources des pollutions des écosystemes

La pollution de I'environnement est un probléeme de nations (Kumar et al., 2020). Elle a
été traitée au moyen age et au début de la période moderne en évacuant les déchets en périphérie
des villes ; ce qui a changé avec l’arrivé de I’industrie, au méme temps de nouvelles pollutions
sont également apparues avec la naissance de l'industrie chimique modern. Actuellement, la
pollution est devenue plus intensive, avec un nombre croissant de polluants rejetés dans la
biosphere (Massard-Guild et Mathis, 2017) dont certains contaminants se produisent
naturellement (Fashola et al., 2016). En paralléle des molécules complexes, comme les
médicaments, les produits phytosanitaires, les plastifiants, qui ils ont augmenté la présence
d’autres contaminants (Zgheib, 2009).

1.3. Les types de polluants
a. Les polluants organiques

Les polluants organiques (PO) comptent parmi les substances chimiques les plus
dangereuses rejetées par ’homme dans I’environnement ainsi que dans les tissue vivants par
bioaccumulation (Fedeila, 2019). Certains sont appelés polluants organiques persistants
pouvant étre nuisibles pour la faune et la santé humaine (Lauzent, 2018) . 1l existe beaucoup de

polluants chimiques d’origine organique (Guergour, 2014) (Tableau 1).

b. Les polluants inorganiques
Les polluants inorganiques ce trouvent sous forme de traces, présents a I'état solide dans
les sols, ils sont mis en circulation par I'érosion (Benosman, 2019). Ils sont classés en deux

catégories anions et cations en fonction de leur polarité (Jullien, 2014) (Tableau 1).
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Tableau 1: Contaminants organiques et inorganiques courants trouvés dans

I'environnement (Singh ,2017).

La classe chimique Fréquence d’occurrence
Essence, mazout Tres fréquent
Les hydrocarbures Aromatiques polycycliques Commun
Alcools, acétones, esters Commun
Organiques chlorés Diphényle poly bromé- Tres fréquent
Ethers (PBDE)

Bi phényles poly chlorés peu fréquents Infréquenté
(PCB)

Nitroaromatiques (TNT) Commun
Métaux (Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn) Commun
Nitrate Commun

1.4.  Les types de pollutions

La pollution peut se former de substances chimiques ou d'une mauvaise utilisation de
I'énergie (Miaet al., 2019).

a. La pollution atmosphérique
La pollution atmosphérique c’est la présence d'une substance étrangere dans 1’air ou une
variation importante dans la proportion de ses composants susceptible de provoquer un effet
nocif (Vendel, 2011). Les sources de cette pollution peuvent étre soit naturelles , soit
anthropiques (Al barakehal, 2012).

b. La pollution de I’eau

La pollution des eaux est un phénomeéne international résultant d’épanchements chimiques,
microbiologiques ou de changements thermiques, provenant de sources ponctuelles ou non
ponctuelles (Jalliffier-Verne, 2015) qui sont des sources d’origine anthropique comme les eaux
d’égout (Benkaddour, 2018) ; Les marées noires sont souvent un des premiers exemples de
pollution de I’eau qui vient a I’esprit, parce qu’elles sont particuliérement visibles cette pollution
se resulte des déversements minimes ou massifs d’hydrocarbures, de produits chimiques, de
matieres organiques ou d’autres élément dans la mer et provoque plusieures effets néfaste sur

I’environement (L.B, 2010).



Chapitre | : La pollution et la biotechnologie environnementale

c. La pollution de sol

Selon Lirong (2020) , les polluants du sol sont divisée en polluants organique, polluons
inorganique et polluants inorganique — organique et aussi peuvent étre divisés en polluants
homogénes et polluants hétérogénes . Dans la plupart des cas, I’apparition d’une pollution résulte
le plus souvent d’accidents industriels, de dép6ts ou du transport de matiéres dangereuses
(Militon, 2012). Elle est considérée comme I'un des types de dégradation des sols les plus graves
(Romero-Freire, 2015) (Figure 1)

Source
Agriculture Activités domestiques Activités
Décharges Déchets solides
Pesticides o
. Boues d’épuration Déchets liquides
Engrais
/ Déchets gazeux
\ Flux de
contalminants
¥
Contamination des sols
Impacts
Economique Santé humaine

Environnement

Productivité de la terre. Consommateur. Perturbation des écosystemes
Dégradation de la qualité des Opérateur en contact avec Dégradation du paysage
produits. Les contaminants.

Effets sur 1’urbanisation.

Evaluation

Pertes directe agriculture consentement a payer consentement a payer
Pertes des activités connexes dépenses de protection approche hédoniste

Figure 1 : Les diverses formes de contamination des sols et leurs conséquences
(Rainelli, 1996).

1.5. Le déroulement de la pollution
Un polluant peut se disperser tres rapidement dans les différents compartiments (air, eau et sol)
de I’environnement. Si on s’intéresse aux pesticides par exemple, bien qu’ils soient appliqués sur
une culture, on les retrouve également dans les sols, dans les riviéres et dans I’air (Lecomte,

2019) (Figure 2) .
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Flgure 2 :Cycle de poIIutlon (Carlon 2016)

1.6.  Les conséquences de la pollution
> Affectation de la croissance et de la santé des végétaux(Garrec,2019).
> Altération de la capacité de reproduction des animaux (Ratcliffe, 1970).

> Effet indésirable indiqué sur la santé humaine en raison des activités minieres (Abouian
Jahromi et al., 2020).

» Graves implications pour les fonctions clés de I'écosysteme du sol, telles que l'activité
microbienne du sol et le cycle des nutriments, le cycle de I'azote (N) (est un prédicteur clé

de la stabilité écologique et de la gestion dans I'écosystéme terrestre) (Igbal et al., 2020).

» Effet néfaste de la contamination par les hydrocarbures pétroliers (PH) sur la diversité

bactérienne du sol (Dong et al., 2020).

» Le transport maritime continue de générer des impacts négatifs sur I'environnement marin,

y compris la pollution de l'air, les émissions de gaz a effet de serre (Walker et al., 2019).

» Effet néfaste de la pollution du plastique sur le développement économique (Cordier et
al., 2020).

2. Ladépollution de I’environnement

Les techniques de remédiation des sites pollués peuvent étre basées sur quatre principes

distincts: les techniques physiques- chimiques, thermiques et biologiques (Esrael, 2015).
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a. La dépollution physique -chimique

Les traitements classiques de dépollution des sols contaminés basée sur des méthodes
physico-chimiques sont : la neutralisation chimique, I’incinération, 1’adsorption sur charbon actif
ou sur résines, la lixiviation des sols par des solvants ou encore la photo-oxydation (Nouri et
Haddioui, 2016).

Concernant les processus bio-physicochimique certains processus conduisent a une
disparition partielle ou compléete du polluant dans le systeme aquifere (volatilisation,
dégradation), d'autres provoquent un effet retard (dissolution, adsorption, complexation), certains
enfin engendrent des réactions irréversibles (fixation irréversible, dégradation compléte (Chéry

et Mouvet, 2000).

» Avantages et inconvénients des traitements chimiques de dépollution
La dépollution des sols et nappes par oxydation chimique in situ est destiné a dégradé le
polluant cible en composés moins toxiques si possible jusqu’a la minéralisation (Simonnot et
Croze,2012). Les avantages et les inconvénients de cette technique chimique sont présentés dans
le Tableau 2.

Tableau 2 : Avantages et inconvenants de I'oxydation chimique in situ (Anonyme,

2004).
Permanganate de | Fenton (peroxyde | Ozone Persulfate
potassium ou de | d’hydrogéne)
sodium
Avantages plus stable plus de | Beaucoup de retour | Production d’02, | *moins  d’interaction
chance de dégrader les | d’expérience stimule I’activité | avec la  matiére
polluants non touchés biologique et aide a la | organique
lors de la phase volatilisation des
d’injection. polluants. stable
large gamme de PH facilité  d’application | Peut étre  combing
dans la zone non | avec le permanganate
saturée
Inconvénients Production de MnO2 | inefficace dans des | peu stable : difficulté | Localement conditions
dans le sol perte de | environnements de mise en place fortement acide
perméabilité. alcalins .
peu stable : probléme | peu de retour
trace en métaux dans | peu stable : difficulté | de sécurité d’expérience
le produit industriel. de mise en place o
émission gazeuses en
peu stable : probleme | surface
de sécurité
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b. Dépollution thermique

Les procédes thermiques utilisent la chaleur pour détruire les polluants (comme I’
incinération), les isoler (exemple adsorption thermique, thermolyse), ou les rendre inerte
(exemple vitrification) (Colombano et al., 2010). lIs sont utilisée pour éliminer les polluants
dans les sols telles que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), biphényles
polychlorés (PCB), dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) (Zhao et al., 2019). La désorption
thermique est l'une des méthodes couramment utilisées pour assainir les sols contaminé
(Kastanek et al., 2016).

c. La bio dépollution

La bio dépollution est un traitement biologique (David, 2013) ,qui consiste a utiliser des
organismes vivants, plus particulierement des bactéries ou des biofilms bactériens, pour éliminer

les polluants toxiques des différents milieux naturels (Dhahri, 2014).

La bio dépollution, recele un formidable potentiel pour éliminer les métaux lourds et
substances chimiques avec [I’utilisation des souches sauvages mais aussi les organismes
génétiqguement modifiés, qui constituent des outils plus efficaces de bio dépollution (Anonyme,
2009).

Actuellement, « ’environnement » et la « biotechnologie » sont parmi les sujets les plus
discutés. L'émergence de problemes environnementaux complexes et le potentiel de la
biotechnologie pour y faire face a lancé des défis ces derniers temps. Les applications de la
biotechnologie environnementale ont principalement visé a prévenir et a atténuer la dégradation
de I'environnement par l'utilisation de la biotechnologie avec un accent sur la biorestauration des
sols et de I'eau (Mukherjee et Ghosh, 2016).

3. La bio dépollution et la biotechnologie environnementale

3.1. Historique de la biotechnologie environnementale

La biotechnologie c’est I’application de la science et de la technologie aux organismes
vivants, ainsi qu’a leurs parties, produits , pour modifier les matériaux vivants ou non vivants

afin de produire des connaissances ,biens et services (Evans et Furlong, 2011).

Les procédés biotechnologiques ont déja été utilisés dans la protection de
I’environnement bien avant I’invention du terme biotechnologie par la mise au point des

installations municipales d’épuration des eaux usées (Durantt, 1999). Elle est appliquée dans
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divers domaine comme lagriculture, la conservation des ressources, de la protection de
I'environnement, de la surveillance de I'environnement contaminé et de la gestion des déchets
(Singh, 2017).

A nos jours les nouvelles biotechnologies ont permis 1’élaboration de tests treés
performants, & base d’enzymes, qui permettent d’évaluer la teneur en certains polluants ou
produits toxiques des sols, de I’eau et des aliments. En outre, certains organismes modifiés

permettent de dépolluer et réhabiliter certains sites (Dref, 2018).
3.2.  Intéréts de la biotechnologie environnementale

Il y’a un intérét croissant pour la biotechnologie environnemental en raison d’un besoin
mondial pour maintenir un sol, un air et une eau propre (Wackett, 2000). Parmi ces intéréts on

peut citer :

Les biosurfactants (chapitre 2,page 29) qui sont particulierement utile dans les techniques
de remédiation (Kubicki et al, 2019).

La production de biocarburants a partir de ressources biologiques on utilisant des micros

algues est plus favorable pour I’environnement (Colonna et al., 2020).

Les Rhizobacteries bénéfiques pour les plantes améliorent I'efficacité de l'utilisation des
nutriments et de l'eau, la dynamique de l'influence du recyclage des minéraux et la
tolérance des plantes a d'autres stress environnementaux en améliorant la santé des sols
(Aeron et al., 2020).

I'importance des biofilms associés aux plantes et aux bactéries du sol et leur importance

pour les pratiques d'agriculture verte (Solanki et al., 2020).
3.3. L’importance de la biotechnologie environnementale en Algérie :

Le service de biotechnologie et ’environnement a I’institut Pasteur en Algérie est chargée de
mener des études et des travaux de recherche. Ces derniers visent la valorisation par voix
biologiques de la biomasse et des déchets agro-industriels pour une gestion plus efficace des
déchets ; la production de métabolites a partir de déchets ou de biomolécules (enzymes, bio
pesticides, molécules antagonistes) et I'utilisation du vivant pour traiter ou dépolluer un milieu
(bio remédiation, biodégradation, couplage photo dégradation-biodégradation de polluants

organiques en milieux aqueux) (Anonyme, 2014).
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De plus, 1’ Algérie est impliquée dans de nombreux projets, parmi lesquels :

— Projet de code de conduite pour les biotechnologies intéressant les ressources génétiques
utiles a I’alimentation et 1’agriculture, initi¢ par la FAO en 1995.
— Lois modeles africaines sur la sécurité en biotechnologie et sur la protection des droits des

communautés locales(Anonyme , 2003).

La bioremédiation différe des autres biotechnologies industrielles. Le principal moteur est la

conformité réglementaire plut6t que le profit de la fabrication (Gillespie et Philp, 2013).
3.4. La bioremédiation dans le monde :

Une enquéte mondiale sur l'utilisation des technologies de bioremédiation pour lutter
contre la pollution de I'environnement. Il y avait des répondants de tous les continents (sauf
I'Antarctique), bien que du Nord L'Amérique était comparativement surreprésentée (O.
Elekwachi, 2014).

Les brevets de bioremédiation proviennent de plusieurs pays, la Chine se classant la
premiére(Quintella, Mata et Lima, 2019). [I'Allemagne et les Pays-Bas sont clairement les

leaders européens (Raphael et Glass, 1995).

3.5.  Notion de bioremédiation

Le terme bioremédiation provient de deux mots: «bios» signifiant vie, ce qui indique que
nous parlons d’organismes vivants et de «remédiation» signifie résoudre un probleme (Kumar
et al., 2019). D’aprés Robichaud (2019), la bioremédiation est une approche définie par
I'utilisation de plantes, de champignons et de consortiums microbiens pour dégrader ou

détoxifier des contaminants environnementaux.

Selon les recherches, la bioremédiation se repose sur une technologie inventive qui
s'applique aux réductions des polluants dans I'eau et les terres polluées. Les micro-organisme
jouent un réle essentiel en utilisant le génie génétique et des organismes génétiquement modifiés
peuvent étre générés (Verma et Kuila, 2019). Récemment, les nanoenzymes peuvent offrir une

capacité de bioremédiation potentielle a un large éventail de polluants (Sharma et al., 2018).
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a. Bioremédiation in situ

La biorestauration in situ une option intéressante ne nécessite que l'injection d'un
donneur d'électrons pour stimuler l'activité des communautés bactériennes indigénes pour la
réduction des métaux dissimulateurs ou des sulfates. Ceci est souvent réalisé en injectant
une source de carbone organique telle que l'acétate, I'éthanol ou la mélasse. Le processus de
stimulation de la croissance microbienne de cette maniére est appelé biostimulation in situ
(Campbell, 2009).

b. Bioremédiation Ex situ

Lorsque la bioremédiation se déroule hors site, nous appelons cela la bioremédiation
ex situ. Quand le matériau est retiré de I'environnement, il peut &tre mis dans des bioreacteurs,
de grands récipients ou le matériels contaminé peut étre surveillé et les conditions de

biorestauration peuvent étre contrélées (Maitra, 2018).

3.6.  Modes de bioremédiation

a. La bioaugmentation
Cette technologie consiste a introduire des cultures de microorganismes a la surface
du milieu contaminé dans I’objectif d’augmenter la biodégradation des contaminants organiques.
Elle est largement utilisée pour décontaminer les sites contenant des hydrocarbures (Abdelly,
2006). La bioaugmentation est principalement efficace dans les sites ou les concentrations de

polluants sont élevées (Lyon et Vogel, 2011) .

b. La biostimulation

La biostimulation est une technique d'assainissement tres efficace, rentable et
écologique (Tribadai et al., 2018). Elle consiste a stimuler les conditions du site pour le
développement de micro-organismes indigenes en optimisant les conditions telles que I'aération,
I'ajout de nutriments( phosphore, azote), le pH et le contrle de la température (Fernandez
Rodriguez et al., 2014). Parmi toutes les techniques de bioremédiation, la biostimulation est
considérée comme la méthode la plus efficace pour I'assainissement des hydrocarbures (Adams
et al., 2015).
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c.Le compostage
Le compostage est un processus contrdlé de dégradation des constituants organiques
d’origine végétale et animale, par une succession de communautés microbiennes évoluant en
condition aérobies, entralnant une montée en température, et conduisant a I’élaboration d’une
matiere organique humifiée et stabilisée. Le produit ainsi obtenu est appelé compost (Francou,
2004) . La matiére premicre utilisée pour le compostage peut étre constitué uniquement ou d’un

mélange de biodéchets (Alphonse et al., 2020).

d. Biolixiviation
Le biolixiviation comprend l'utilisation de micro-organismes pour des procédés
d'extraction de meétaux a partir de minerais sulfurés (Johanna et Johnny, 2019). Une grande
variété de micro-organismes est largement utilisé, principalement des bactéries et des
champignons filamenteux, qui participent au cycle des inorganiques et composés organiques,

permettant la transformation de minéraux (Miranda Arroyave et al., 2019) .
e.Biofiltration

Le principe de la biofiltration repose sur I'utilisation d’un matériau filtrant de type
granulaire colonisé par une biomasse épuratrice et a travers lequel transite ’effluent a traiter
(Rocher et al., 2008). Contrairement a la filtration physico-chimique conventionnelle, la
biofiltration est utilisée pour réduire la fraction biodégradable de matiere organique naturelle
dissoute (Kirisits et al., 2019).

f. La phytoremédiation

Les plantes sont un filtre naturel et métabolisent les substances produites naturellement, et
par consequent, l'utilisation de plantes pour I'élimination des contaminants dans l'eau et le sol est

la technologie émergente connue sous le nom de phytoremédiation (Mishra et al., 2020).

Cette technique est connue par utilisation des plantes et ces micro-organismes associés
pour éliminer, stabiliser et transformer les polluants dans le sol, I'eau et I'atmosphére. Des plantes
naturelles ou génétiquement modifiées peuvent étre utilisées (Ansari et al., 2015). Certaines
plantes permettent de transformer (phytoremédiation) ou stabiliser (phytostabilisation) les

polluants dans les sols (Louati, 2014).

3.7. Choix de de méthode de remédiation selon le biotope
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Le taux d’efficacité du traitement choisi dépendra du mariage entre les
caracteristiques particuliéres de la situation étudiee et les avantages présentés par la technologie
retenue (Dufresne, 2013) , ainsi que les conditions environnementales qui jouent un réle trés
important dans le contréle de la croissance et I’activité bactérienne durant la biodégradation, par
conséquence, il est trés important d’étudier I’effet des facteurs physico-chimiques sur la
biodégradation pour une implantation de la biodégradation comme une technologie de
bioremédiation (Mesbaiah et Badis, 2013) ( Tableaux N°3 et 4).

Tableau N° 3 :
(Dufresne, 2013).

Les technologies privilégiées en fonction de la situation étudiee

Exemples de situations possibles Technologies privilégiées

Contamination sous un batiment Technologie in-situ

Contamination dans un sol argileux Technologie Ex-situ

Contamination par les métaux Technologies thermiques ou excavation

Contamination qui doit étre gérée rapidement Incinération, lavage des sols ou excavation

Contamination organique dans un sol sableux Technologie in-situ

Tableau N° 4: Les conditions environnemental qui affectent les parameétres de la
bioremédiation (Dufresne, 2013).

Paramétres environnementales Condition requise pour l'activité | Valeur  optimale  pour  une

microbienne

dégradation de I'huile

Humidité du sol

PH du sol

Contient de I'oxygéne

Contenu nutritif

25-28% de la capacité de rétention
d’au

5,5-8,8

Aérobique. Rempli d'air minimum
espace poreux de 10%

N e p pour la croissance
microbienne

30 2 90%

6,5a8,0

10 4 40%

C:N:P=100:10:1

3.7. Réseaux communautaires associés aux plantes utilisés dans la bioremédiation
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Les biorémédiateurs sont des agents biologiques utilisés pour la bioremédiation afin de
nettoyer les sites contaminés. Les communautés microbiennes du sol sont les acteurs-clés des
systemes de bioremédiation. Parmi ces microorganismes, on trouve les « plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR) ou « plant growth-promoting fungi (PGPF) » qui bénéficient des
rhizodépots produits par la plante et vivent en général a la surface de la racine : ce sont des
épiphytes (Andre, 2014). D’autres, les endophyte qui colonisent les organes intérieurs des

plantes, mais qui n'ont pas d'effets pathogénes sur leurs hotes (Gunatilaka, 2006).

Les PGPF associés aux racines et au sol appartiennent aux différents genres a savoir
Aspergillus, Fusarium , Penicillium, Phoma et Trichoderma (Motaher et Farjana, 2020). Ils
possédent une capacité d’ augmentation de la croissance des plantes et I'amélioration du sol en
raison du la production et la libération de métabolites secondaires (regulateurs de croissance des
plantes, phytohormones et substances biologiquement actives), et en facilitant la disponibilité et
I'absorption des nutriments du sol a partir de I'environnement racinaire aussi ils peuvent étre

exploités pour la biorestauration de la contamination par les métaux (Singh et al., 2015).

La grande variété des voies métaboliques utilisées par les endophytes en fait des outils
précieux pour la biorestauration, qui peuvent étre utilisés pour l'assimilation du méthane, la
fixation de l'azote, la biorestauration des polluants (par exemple, les pesticides, les herbicides, les
insecticides, la pétrochimie, les polychlorobiphényles, les phénols) et la biotransformation de
substances organiques. D'autre part, ils peuvent produire des métabolites secondaires qui ont
une influence sur les propriétés antifongiques et antibactériennes (Stepniewska et Kuzniar,
2013).

Les différentes espéces bactériennes telles que Bacillus cereus, Bacillus subtilis et
Pseudomonas putida peuvent étre appliqués efficacement pour I'élimination du Cr. Penicillium
chrysogenum, Scedosporium apiospermum, Penicillium digitatum et Fusarium solani sont
également décrits pour les capacités de dégradation des polychlorobiphényles (PCB).
Saccharomyces cerevisiae est l'espece de levure largement appliquée pour la biosorption des
métaux lourds comme Cr, Pb, Zn, Hg, Cd et Ni (Pal et al., 2020).

Ces bactéries sont trés utiles pour la biorestauration car elles sont des biosorbants
essentiels pour le traitement des écosystemes contaminés et elles ont la capacité de se propager
dans des conditions controlées et peuvent également supporter des conditions environnementales
extrémes (Amer et al., 2015) ( Tableaux 5 et 6).
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Tableau 5: Exemple de bactéries, Archéobactéries et levures largement utilisées et
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étudiées en bioremédiation (Bhatnagar et Kumari, 2013).

Organismes Genre / espece Produits chimiques /éléments toxiques
Bactérie Arthrobacter sp. p-nitrophenol
Bacillus sp. Cu, Zn, Cd, Pb, Fe, Ni, Ag, Th, Ra et

Archeabactéries
Levure

Citrobacter sp.
Cupriavidus
Metallidurans
Escherichia coli
Escherichia hermannii
Enterobacter cloacae
Exiguobacterium
aurantiacum
Geobacter
Metallireducens
Micrococcus sp.
Pseudomonas aeruginosa

Ralstonia eutropha
Streptomyces sp.

Filo crenarchaeota

Candida utilis

Hansenula anomala
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula

rubra

Streptomyces sp
Saccharomyces cerevisiae

U

U

Znet Cu

ZnetV

VetZn

Pb, Cu, Vet Cr

phenolics, heterocyclics and (PAHS)
Fe

ThetU
Cd, Pb, Fe, Cu, U, Ra, Ni, Ag, Zn, Th
et Atrazine

Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique
Cu, Zn, Cd, Pb, Fe, Ni, Ag, Th, Ra et
U

Cd, Cu, Ni, et Zn

Cd

Cd

ZnetCd

Hg

Pb

Cu, Zn, Cd, Pb, Fe, Ni, Ag, Th, Ra, U et
Hg

Tableau N° 6 : Exemples d'algues et de champignons largement utilisés et étudiés en

bioremédiation (Bhatnagar et Kumari, 2013).

Organismes

Genre / espéce

toxiques
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Algues

Champignons

Ascophyllum nodosum
Anabaena inaequalis

Chlorella vulgaris

Cladophora glomerata

Cyanobacteria Nostoc sp
Oedogonium rivulare
Oscillatoria spp.
Sargassum spp.
Scenedesmus obliquus

Spirogyra spp
Aspergillus tereus
Aspergillus niger
Funalia trogii

Ganoderma lucidumk
Penicillium

Pleurotus ostreatus

Pb, Cuet Cr

Cr

Cd, Ag, Cu, Th, Zn, Pb, Ni, Ra,
Feet U

Cu, Pb, Cd, Cr, Ni, Fe, Zn, Mn,
SretCs

Pb, Hg et Cd

Cr, Ni, Zn, Fe, Mn Cu, Pb, Cd
Cu, Pb, Cdet Co

Pb, U, Cd, Ni, Zn, Cuet Cr
Cdet Zn

Ni, Cr, Feet Mn

Cr
Pb, Zn, Cd, Cr, Cu, Ni

Hg, Cdet Zn

CretCu

Pb, Fe, Ni, Ra, Th, U, Cu, Zn,
Ag, et Cd

PAHs et et Orange 3, 4-
(4nitrophenylazo) aniline

Les Pseudomonas spp .fluorescents sont les principales bactéries parmi les PGPR qui
peuvent supprimer les agents pathogénes du sol ou favoriser la croissance des plantes (
Urashima et al., 2005) ainsi ils sont utilisée pour la bioremédiation des sols contaminée par les

métaux lourds et les pesticides (Meliani et Bensoltane,2016;Ojuederie et Babalola,2017).

3.8. Avantages et les limites de la bioremediation
Comme toute technique la bio remédiation possede des avantages et des points faibles :

a.Avantages

Parmi les traitements les plus rentables (VOGEL, 2001).

Moins colteuse que les procédés chimiques ou thermiques (Verdin et al., 2004).

Méthode respectucuse de I’environnement et a haute performances (Giovanella et al.,

2020).

La bioremédiation est une alternative écologique et socialement acceptable aux approches

d'assainissement conventionnelles (Dangi et al., 2019) ; Vasilyeva et al., 2020).

b.Les limites
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e La bioremédiation se déroule lentement pour de nombreux produits chimiques (B. Janssen

and Stucki, 2020).

e Les processus biologiques sont souvent trés spécifiques. Les facteurs importants du site
nécessaires au succés comprennent la presence de populations microbiennes
métaboliquement capables, des conditions de croissance environnementales appropriées

et des niveaux appropriés de nutriments et de contaminants.

e La bioremédiation est limitée aux composés biodégradables. Tous les composés ne sont

pas sensibles a une dégradation rapide et compléte.

e |l est difficile d'extrapoler des études en laboratoire et a I'échelle pilote aux opérations sur

le terrain a grande échelle (Barman, 2020).
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Chapitre 11 : Pseudomonas spp. fluorescents et la bioremediation

Les Pseudomonas spp .fluorecents sont des bactéries rhizosphériques majeures
(Jayamohan et al., 2018), ils se distinguent généralement visuellement des autres Pseudomonas
par leur capacité a produire un pigment fluorescent jaune-vert soluble dans I'eau (Dowling et
0’Gara, 1994).

Ce groupe taxonomique présente un large éventail de propriétés bénéfiques pour les plantes
et contient des souches de rhizobactéries favorisant la croissence des plantes (PGPR) capables
de la phytostimulation et de la phytoprotection (Vacheron et al., 2016) ; Par différentes
mécanismes la fixation associative a 1'azote, la solubilisation du phosphate et la production de
métabolites antimicrobiens (Meyer et al., 2010) ,la production de enzymes lytiques et résistance
systémique induite (ISR) (Widnyana et al., 2019).

Les Pseudomonas spp. fluorecents synthétisent des lipopeptides cycliqgues (CLP) aux
propriétés antibiotiques et biosurfactantes(Nielsen et al., 2002) ;leurs especes comme (
Ps.fluorescens, Ps. putida) ont un réle écologique au sein du micro-environnement du sol en

raison de leur traits métaboliques variés (Chinivasagam et al., 2020).
1. Les Pseudomonas spp .fluorecents

Le genre Pseudomonas a été decrit par Migula en 1894 selon leurs caractéristiques
morphologiques (Coignet, 2014) . 1l contient des bactéries ubiquitaires (Meghdas et al., 2004) ;
abondantes dans la rhizosphére (Botelho et Mendonca-Hagler, 2006) ; certains vivent en
association avec les plantes, soit comme épiphytes facultatives, soit comme parasites (Faity,
2009).

La flexibilité génétique des Pseudomonas leur offre le pouvoir de vivre dans la plupart
des niches environnementales ainsi une résistance élevée aux substances antimicrobiennes
(Moore et al., 2006). Ils remplissent plusieurs fonctions bénéfiques, y compris la santé des

plantes et la bioremédiation des sols (Brandt et al., 2006).

Ce genre comprend un grand nombre d’especes et plusieurs groupes et sous-groupes
(Duman et al., 2020) . De nombreuses méthodes sont utilisées dans la classification de ce genre
en se basant sur les caractéristiques génétiques et écologiques, le pouvoir pathogene et la

structure antigénique (Mezaache, 2012).

Le genre Pseudomonas contient principalement des Pseudomonas spp. fluorescents, ainsi

que quelques espéces non fluorescentes (Bossis et al., 2000):
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e Pseudomonas fluorescents phytopathogénes a cytochrome ¢ oxydase positif tels que P.
cichorii, P. marginalis et P. tolaasii et des souches non-phytopathogénes, non nécrogéeniques
telles que P. fluorescens, P. putida, P. chlororaphis, P. aureofaciens et 1’espéce type P.

aeruginosa

e Pseudomonas spp. fluorescents phytopathogénes nécrogenes a cytochrome ¢ oxydase négatif

: P. syringae et P. viridiflava

e Pseudomonas spp. non fluorescents : P. stutzeri, P. mendocina, P. alcaligenes et P.
pseudoalcaligenes
Ce sont des Gram négatives de 0,5 a 1um de diametre, possedent des flagelles polaires
(Diaw et al., 2018) et non sporulées (Novik et al., 2015). Les cellules sont des batonnets courts
et les colonies sont grandes avec une surface irreguliére, opaque, produisant des pigments
fluorescents verts (Yahia et al., 2020) . Il ont un métabolisme aérobie strict mais il peuvent

utilisée 1’arginine et -ou le nitrate pour une respiration anaérobie (Boukerma, 2012) .

Ces batonnets sont prototrophes  produisant des antibiotiques et des enzymes
hydrolytiques (Sebihi, 2016). lls sont des germes psychotrophes qui se développent a des
températures minimales autour de O °avec un optimum de croissance a 30C° (Rajmohan et al.,
2002). Leur développement est inhibé en dessous de Ph 4 et il est ralenti entre Ph 4 et 5, aussi il

est favorisé lorsque ’activité de I’eau est supérieure a 0,98 (Bornert, 2000).

Les Pseudomonas spp .fluorescents se cultivent aussi sur des milieux minéraux
synthétique, avec une source simple de carbone comme I’acétate ou la pyruvate (Meliani,
2012). Les tests biochimiques de la fluorescence sont réalisés sur milieux King A et B. Les
souches de Pseudomonas spp. fluorescents pures sont conservées en milieu LB () plus 15 %
de glycérol a -20°C (Rabhi, 2011). lls peuvent étre identifiees rapidement par le systeme API
20 E (Anwar O et al., 2020). Ce groupe contient des espéces qui produisent la pyoverdine a
savoir, P.aeruginosa, P.chlororaphis sub sp. P.chlororaphis, P.fluorescens, P .monteilli,

P.putida, P.plecoglossidica, P. simiae, P.syringae (Trapet, 2015).

Les chercheur ont rapporté qu'un seuil d'homologie de 99% de la séquence d'ADN de
I'ARNr 16S était suffisant pour caractériser deux bactéries comme des especes différents (Tran
et al., 2017). Le génotype végétal et le sol influence la distribution des Pseudomonas spp.

fluorescents telluriques (Toua et al., 2008).

Les Pseudomonas spp. fluorescents représentent un modéle d'étude pour la

compréhension des interactions avec les microorganismes et avec la plante ainsi la
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compréhension des mécanismes d'action et des conditions permettant I'optimisation des effets
bénéfiques de ces rhizobacteries (Benchabane et al., 2013) .

Ils sont utilisées en agriculture comme biofertilisants ou biopesticides (Balki et Zenasni,
2019) . Certains peuvent étre utilisés pour la bioremédiation des sols pollués par les
hydrocarbures (Jyothi et Umamaheswara, 2009). De plus, les espéces de Pseudomonas sont
capables pour faire face a des conditions environnementales défavorables telles que les hautes et
basses température, concentrations élevées de sel, ainsi qu’une faible activité d’eau, oxygeéne et

disponibilité des nutriments (Riveros-Rosas et al., 2019).
2. Les interactions plantes - Pseudomonas spp fluorecents

Les plantes sont en constante interaction avec des microorganismes (bactéries,
champignons, oomycétes) a la fois au niveau de leur phyllosphére et de leur rhizosphére (Claire,
2017) (Figure 3 ). Elles nourrissent une grande variété de la communauté microbienne de la
rhizosphére par leurs exsudats racinaires (Okutani et al., 2020) qui sont la source de carbone (C)
(Pett-Ridge, 2019).

—45 genes
d““ (4 — 69 Kb)
-
~37 500 genes w (107 —10%g
(119 — 2065 Mb)

13 000 genes
(42 105 Mb)
[10° 10° g ")

. ~
~14 000 genes sAc«éP

(151 — 354 MDb)

- - > ~8500 genes
(1o 105 m—] -~

(4 — 9 Mb)
[10* —10% g ")

Figure 3 : Représentation de I’ensemble des microorganismes présents dans la
rhizosphére

La taille des cercles est proportionnelle au nombre moyen de génes présents dans les génomes d'especes
représentatives de chaque groupe d'organismes. La taille (ou gamme de tailles) de leurs génomes respectifs

est indiquée entre parenthéses (VVacheron, 2015).

Les bactéries de Pseudomonas spp .fluorescent habitent I'environnement qui entoure la
plante, les racines et méme l'intérieur des racines, ils peuvent conduire a une augmentation de la

croissance des plantes, généralement due a la suppression de microorganisme phytopathogéne
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(Mercado-Blanco et Bakker, 2007) et sont impliqués dans la lutte biologique (Sivasakthi et
al,2014). Leurs sidérophores (sids) majoritaires pyoverdines (pvds) possédent un réle dans la

nutrition en fer et I'immunité du plante (Lurthy, 2020) (Figure 4).

Certains Pseudomonas spp .fluorescents endophytes possede une activité antibactérienne
et antifongique (Korejo et al., 2017) et d’autres peuvent étre utilisées comme agents de lutte
biologique pour gérer certains pathogénes (Niem et al., 2020). Des souches endophytes
individuelles de Pseudomonas fluorescens peuvent étre utiliser en tant que biofertilisants (Lally
etal., 2017) .

S/
Increase mutual population ra Msease reduction via competition for space
» and nutrients, antibiogs, lytic enzyme, HCN

and population of other /
beneficial microbes / ) and siderophore production, and induchon
Increase m plant growth via / // i u\l’a) BRI ICAIBtAnL
phosphale solubthzaton, production / / \ .
of growth hormones, secondary

\ » Plant pathogens
f

metabolites, and discase Fluorescent

suppression Pseudomonas
Figure 4 : Schéma repreésente les interactions des Pseudomonas spp
.fluorescents avec les plantes dans la rhizosphére (Jain et Das, 2016).

3. Les métabolites secondaires

a.Les hormones de croissances

Les phytohormones jouent un réle essentiel dans la régulation de la croissance des plantes
et de leur réponse au stress (Ansary et al., 2012). Les Pseudomonas spp. fluorescents produisent
différents types des phytohormones comme l'acide indole-3-acétique (IAA), gibbérellines et les
cytokinines qui peuvent augmenter la surface et la longueur des racines et favorisent le
développement des plantes (Sharma et al., 2018). Ainsi, ils ont une influence sur les réponses

physiologiques chez ces derniéres (Kumudini et Patil, 2019) .

b.Les enzymes
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Les enzymes sont des catalyseurs qui, dans les conditions douces de température, de
pH et de pression des cellules, effectuent des réactions chimiques a une vitesse étonnamment
élevée. lls se caractérisent par une efficacité et une spécificité remarquable. Les substrats

sont les substances sur lesquelles les enzymes agissent (Blanco and Blanco, 2017).

Les Pseudomonas spp. fluorescents produise des enzymes comme la cellulase, la
pectinase, la chitinase et la protéase qui sont impliqué dans la suppression de l'agent

pathogéne (van Loon, 2007).
c. Les sidérophores

Les sidérophores sont des substances de bas poids moléculaire, peuvent chélater le Fe3 +
puis le transférer dans l'intermembrane des cellules microbiennes pour assurer leur croissance
normale. En outre, ces composés peuvent également mobiliser et transférer le lourd ions
métalliques, tels que Ni2 + et Cd2 + (Jiang et al., 2019). En cas de carence en fer les PGPR, en

particulier les Pseudomonas spp. flurescents peuvent les produire (Yazdi et al., 2018).

Les sidérophores qui sont largement répandus parmi les bactéries sont de trois types basés
sur la nature chimique de leurs sites de coordination.(Rr et al., 2019). Ces molécules ont de
nombreuses secteurs d’applications vue leurs propriétes de chélation des métaux et de leur réle
clé dans la croissance bactérienne et la virulence (Schalk et al., 2020). lls sont utilisés dans la
thérapie de corrélation environnementale, les porteurs d'antibiotiques, les inhibiteurs des
enzymes métalliques, la promotion de la croissance et le biocontrle des plantes et des
phytopathogenes. L'élimination des hydrocarbures pétroliers du milieu marin, la bioremédiation
des sols et la médication des éléments inhabituels de la terre ont été également signalés (Abo-
Zaid et al, 2020).

La pyoverdine (jaune-vert), pigment des Pseudomonas fluorescents (Figureb),
transporteur de fer est soluble dans I’eau. Connu en tant que pigment fluorescent, représente un
marqueur prét pour la différenciation bactérienne. Elle joue une fonction physiologique

importante pour satisfaire I'exigence absolue en fer de ces bactéries aérobies (Meyer, 2000).

Les exemples les plus connus qui produisent ce pigment incluent les pathogenes ou des
especes non pathogénes telles que : Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P. syringae ou P.
fluorescens (Ringel et Bruser, 2018). Les sidérophores agissent comme un agent de lutte
biologique contre les phyto-pathogénes nocifs et comme un biocapteur ainsi il peuvent étre
utilisée en bioremédation (Saha et al ., 2015) et en médecine pour tuer les bactéries a 1’aide des

récepteurs des sidérophores (Butaité, 2017).
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Figure N°5 : Les Pseudomonas spp. fluorescent

sous la lumiére UV (Anonyme ,2020).

d.Molécules volatiles

Les molécules volatiles sont généralement considéréees comme un métabolite secondaire
(Blumer et Haas, 2000). lIs sont des molécules organiques caractérisées par un faible poids
moléculaire (< 300 Da) et présentent une forte pression de vapeur (> 0,01 kPa a 20 °C). Grace a
ces propriétés physiques, ils peuvent traverser les membranes cellulaires végetales, une fois
libérées dans le sol par les racines des plantes, jouant ainsi un rdle important dans 1’interaction

des végétaux avec leur environnement (Kaddes et al., 2020).

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un inhibiteur efficace du cytochrome ¢ oxydase de la
chaine respiratoire et d’autres métallo-enzymes. Il est rencontré chez 88,89% des Pseudomonas
d’un sol rhizosphérique. Chez les Pseudomonas, la biosynthése de 'HCN a partir de la glycine,

comme premier précurseur, est codée par trois genes (hcn A, B, C) (Arif, 2018).

Il a été démontré que le HCN inhibe (i) plusieurs maladies fongiques des racines, (ii) le
développement de symptomes de maladie dans les feuilles des semis et (iii) la croissance de

plusieurs champignons phytopathogénes in vitro (Rijavec et Lapanje, 2017).

e. Les antibiotiques

La présence d'agents antimicrobiens dans les concentrations sous-inhibitrices peut avoir un
effet important dans de nombreux types denvironnement et mérite des recherches plus

approfondies (Mat’atkova et al., 2019).
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Les antibiotiques sont des substances a forte activité biologique et résistantes a la
décomposition biologique. Les bactéries du groupe des Pseudomonas spp fluorescents peuvent
étre déterminées par leur capacité a produire des métabolites antibiotiques, tels que la
pyolutéorine, la pyrrolnitrine, la phénazine, la pyocyanine, pour supprimer les agents pathogéenes

fongiques transmis par le sol (Prabhukarthikeyan Keerthana, 2018).

Pseudomonas fluorescens 2P24 produit du 2,4-diacétylphloroglucinol (2,4DAPG)
comme principal composé antibiotique qui protége les plantes contre les maladies transmises par
le sol (Li et al., 2018).

Pseudomonas fluorescens FD6 secretent des antibiotiques comme les pyrrolnitrine (PRN),
2,4-diacétylphloroglucinol (2,4-DAPG) et les pyolutéorine (PLT). Ces deux dernier sont

essentiels pour la lutte biologique contre les maladies transmises par le sol ( Zhang et al., 2020).
f. Les tensioactifs (biosurfactants)

Les tensioactifs sont des composés amphipathiques qui ont une partie hydrophobe dirigée
vers la surface et une partie hydrophile qui est dirigée vers la solution. Ils sont des produits
extracellulaires ou des composants qui se trouvent dans les membranes cellulaires des
procaryotes et des eucaryotes. Les biosurfactants sont classés en quatre grandes catégories: les

glycolipides, les acides gras, les lipopeptides et les types polymeéres (Araujo et al, 2020).

La capacitée de produire des biosurfactants lipopeptidiques cycliques est un phénotype
courant chez les Pseudomonas spp .fluorescents associées aux racines. Ils réduisent la tension
interfaciale entre deux phases et peuvent étre utilisés dans les textiles, la bioremédiation
environnementale et la récupération des combustibles fossiles ainsi que dans les industries
cosmétiques, pharmaceutiques et alimentaires. Les bio-surfactants sont des métabolites
biodégradables et peuvent étre produits a partir de ressources renouvelables par de nombreuses

bactéries (Huang et Tang, 2007).
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Figure 6 : Structure schématique d’une tension active
(Hutin, 2019).

4. Intérét des métabolites secondaire des Pseudomonas spp. fluorescents dans la

bioremédiation des sols

Les Pseudomonas spp .fluorescents sont utilisés pour ’assainissement des polluants du
sol tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les biphényles polychlorés
(PCB) et les pesticides persistants (Stelting et al., 2012). En plus, les souches de Pseudomonas
fluorescens pourraient détoxifier certains polluants organiques et inorganiques, les métaux
lourds (Wasi et al., 2013) et les eaux usees (Agarry et al., 2008). Ce groupe est utile dans la
bioremédiation in situ des sols contaminés par le chlorpyrifos. Les résultats ont montré 89% de
dégradation (Vidya Lakshmi et al., 2008).

Les rhamnollipides des Pseudomonas spp. fluorescents aide a dégrader les hydrocarbures,
aussi leurs consortiums sont des agents biologiques utiles dans la bioremédiation
environnementale (Kaczorek et Olszanowski, 2011). Ainsi, les pyoverdine de ce groupe
utilisée pour 1’élimination du fer des flocons d’amiante est une stratégie innovante de

bioremédiation bactérienne (David et al., 2020) .
5. Pseudomonas spp. fluorescents et I’architecture de sol

La réussite de la méthode biologique de dépollution réside non seulement dans le choix de
’agent biologique mais également dans la maitrise des conditions physicochimiques du sol qui
permettront son bon développement. La présence de I’accepteur d’électrons adéquat est
nécessaire, le pH doit étre proche de 7, la température doit étre optimale (proche de 25 °C), un
taux d’humidité compris entre 25 a 85 % est requis en plus le sol doit étre suffisamment
perméable. Par ailleurs, il faut étre sir qu'il n'y aura pas de développement de micro-organismes

antagonistes ou dangereux pour I’environnement. C’est un exemple de conditions favorable testé
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pour une bioremdiation par P.fluorescens d’un sol pollué¢ par des hydrocarbures (Verdin et al.,
2004).

Les Pseudomonas spp. fluorescents semblent avoir un certain degré d'endémicité, c'est-a-
dire la spécificité de certaines especes / souches a différents endroits (Lopes et al., 2018). La
souche type M7D1T qui a présenté un ensemble de génes associés a PGPR est un bon candidat a

utiliser pour la récupération de sols contaminés (Poblete-Morales et al., 2020).

D’autre part, la biodiversité des sols est vulnérable a tant de menaces telles que le
changement climatique, la pollution , les espéces envahissantes et la plus importante 1’agriculture
intensive (Tiwari et al., 2020). Certaines bactéries de groupe Pseudomonas spp. fluorescents
ont développé un systéeme de signalisation, le chimiotactisme, favorisant I’accés aux
Hydrocarbure Aromatique Polycyclique. Ces mécanismes interviennent via des chimiorécepteurs
et des voies de signalisation, et provoquent un déplacement des bactéries selon le gradient de

concentration du polluant (Martin, 2011).

6. Mécanismes impliqués par les Pseudomonas spp. fluorescents dans la bio remédiation

des sols
a. La résistance

Le but fondamental de tous les mécanismes de résistance consiste a réduire les
concentrations intracellulaires de métaux afin de minimiser leur effet toxique. Les principaux
mécanismes de résistance sont l'efflux, la liaison (intracellulaire ou extracellulaire), absorption
réduite et transformation en formes moins toxiques. Les mécanismes varient non seulement avec

le microbe mais aussi avec le métal (Tripathi et Srivastava, 2006).

Un plasmide de la bacterie Pseudomonas fluorescens, pMOL28 (180 kb), héberge un
opéron responsable de la résistance inductible au cobalt et nickel (cnr), et code pour un efflux
dépendant de systéme d’énergie ; le plasmide est autotransmissible et a été transféré a d'autres

souches sensibles au nickel (Park et al., 2003).

b. Le biofilm

La bioremédiation avec le biofilm présente une alternative plus sire parce que les cellules

d'un biofilm ont une meilleure adaptation et survie (surtout pendant les périodes de stress) car ils
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sont protégés au sein de la matrice ; dans ce cas I’utilisation des xénobiotiques est accélérée. Les
biofilms aussi soutiennent une densité de biomasse élevée qui facilite les processus de
minéralisation en maintenant des conditions optimales de pH, de concentrations localisées de
soluté et de potentiel redox au voisinage des cellules. Pseudomonas fluoresens peut dégrader
I’0-Cresol, naphthalene, phénol et le 1, 2,3-trimethylbenzene (Singh et al., 2006).

En plus le biofilm (Figure 7) intervient en détoxication (bioaccumulation des métaux),
plus particulierement dans le traitement des déchets riches en matiere organique (par

méthanisation anaérobie) (Dhahri, 2014).

Figure N° 7 : Micrographies CLSM de biofilms formés par
P. fluorescens (Bonnichsen et al., 2015).

c. Lequorum sensing :

Le mécanisme du quorum sensing (QS) microbien posséde des applications dans la
détection et la bioremédiation des contaminants environnementaux. Il joue un rdle clé dans la
tolérance au stress, la formation de biofilm, ainsi que dans la régulation des propriétés de
virulence. Ce mécanisme fournit une sensibilité électrochimique a plusieurs micro-organismes,
permettant ainsi leur potentiel de biodétection de différents contaminants métalliques comme
I'arsenic, le plomb, le zinc, le cuivre, mais aussi le QS possede une influence sur le métabolisme
bactérien, en particulier lors de la biodégradation. Cet effet a été confirmé dans la dégradation

des hydrocarbures par les Pseudomonas (Sarkar et al., 2020).

Le QS joue un réle affirmatif dans la dégradation des HAP ; La dégradation des HAP par
une bactérie marine P. aeruginosa NG6P6 était augmenté de facon significative avec
l'augmentation de I'expression des génes QS (lasI et rhll). L’augmentation dans l'expression
génique du QS améliore la croissance du biofilm et la production d'EPS résultant en dégradation

augmentée des HAP ; La production d‘émulsifiants induite par QS par les bactéries aide a
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disperser Il'huile et permet aux bactéries de se développer en offrant une plus grande

surface(Neelam et al., 2016).
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La vaste consommation mondiale des hydrocarbures a entrainé une grave contamination de
I'environnement (Varjani et al.,2020). .La bioremédiation représente une approche durable de
I'assainissement des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers avec des alternatives telles

que I'élimination dans les désorption thermique (Cunningham et al., 2020).

Certaines bactéries utilisent les hydrocarbures comme source de carbone et d'énergie. A cet
effet, ces bactéries ont été ciblés comme agents de remédiation (Sarkar et al., 2020). Plusieurs
souches capables de dégrader les hydrocarbures appartiennent aux genres : Pseudomonas,
Acinetobacter, Vibrio, Flavobacterium, Micrococcus, Corynebacteria, et Nocardia (Hassaine,
2016). Les Pseudomonas spp fluorescents sont des candidats efficaces pour la biodegradation
des hydrocarbures pétroliers (PHC) (Huang, 2020).

1. Les hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures sont les composes organiques les plus simples et ne contiennent que
carbone et hydrogene mais ils peuvent étre a chaine droite ou a chaine ramifiée avec la méme
formule empirique mais montrant des différences par rapports aux propriétés (Speight, 2011). lls
sont différenciés sur la base de leur longueur de chaine, saturation ou de leur structure. Les
hydrocarbures sont divisés en deux catégories principales sur la base de la structure et
constituants chimiques en aliphatiques et aromatiques. Les aliphatiques contiennent des chaines
d'atomes de carbone reliées entre elles, tandis que les aromatiques contiennent un ou plusieurs

cycles benzéniques liés ensemble (Epps, 2006).

Le pétrole est dérivé a partir de matiéres organiques produites par des restes biologiques
dans les sediments par transformation thermique. La dispersion de la matiere organique insoluble
dans la roche sédimentaire est souvent appelée «kérogene» qui est considérée comme précurseur
du pétrole (Jiang et al., 2016).

2.0rigine du pétrole

Le pétrole, en latin "petroleum" qui signifie «huile de roche» (Vieira et al., 2007), est un
liquide naturel, huileux et inflammable composé principalement d’hydrocarbures. Il est

généralement obtenu sous la surface de la terre (Gad, 2014).
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3.Composition chimique

Le pétrole a une composition complexe formée principalement d'hydrocarbures aliphatiques
et aromatiques et des concentrations plus faibles d'asphaltenes, de résines et de métaux (Viesser

et al., 2020), avec un ou plusieurs atomes d'azote, de soufre et / ou d'oxygéne (Schobert, 2013)
4.Pollution et la toxicité du pétrole

Une détérioration de l'environnement ou le déversement et la fuite des hydrocarbures
pétroliers pendant la production, le stockage et le transport du pétrole, le raffinage et le
traitement, ainsi que les déversements et les rejets d'hydrocarbures pétroliers se produisent
souvent a la suite d'accidents d'éruption pendant le développement d'un champ pétrolier (Xu et
al., 2018).

La toxicité d'une substance est déterminée en mesurant ses effets sur I'organisme entier, un
organe, un tissu, une culture cellulaire ou une espéce selectionnéee. Des indicateurs tels que DL50

ou CL50 sont utilises pour mesurer la toxicité de composés chimiques (Trzcinski, 2020).

Le diagnostic de toxicité pétroliere peut étre simple ou trés difficile selon les circonstances.
Les produits pétroliers raffinés (par exemple, I'essence, le kéroséne, le diesel, le naphta de
pétrole et les distillats) peuvent contenir des composés toxiques supplémentaires, notamment des
métaux lourds, des surfactants-émulsifiants, des additifs anti-usure et des antioxydants (Wilson,
2012).

5. Impact de la pollution des pétrolieres sur I’environnement et les étres vivants

Les produits pétroliers et les huiles sont des contaminants frequents du sol et posent un

grave probleme environnemental (Ouriache et al., 2020).
a. Sol

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers est généralement causée par des
écoulements et des émissions atmosphériques (Bouzid, 2019). Les hydrocarbures pétroliers se
diffuseront horizontalement et migrent également vers le bas par gravité, ce qui donne un
blocage des pores du sol. 1ls sont difficiles a étre séparés du sol et peuvent étre fortement absorbé

a la matiére organique et encapsulé dans le sol (Zhang et al., 2020).

L'hydrocarbure de pétrole provoque une détérioration des propriétés biochimique et
physico-chimique du sol (Wu et al.,, 2014) ainsi il provoque des effets néfastes sur les

microorganismes du sol et les activités enzymatiques (Ahmed et Fakhruddin, 2018). L'entrée
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du polluant pétrolier pourrait également réduire la teneur en AP (phosphore disponible) et AN
(disponible azote) dans le sol, modifiez le rapport carbone / azote (C / N), rapport carbone-
phosphore (C / P), pH et EC (conductivité électrique) (Wang et al., 2020).

b.Végétaux

La pollution pétroliére cause une diminution de la diversité et de la richesse végetale
(Arellano et al., 2017). La réduction de la croissance et la hauteur de la tige des plantes résulte
de l'effet toxique direct de pétrole sur ces derniers. L’absence de graines viables entraine un
manque de germination (Odukoya et al., 2019) et une inhibition de la croissance des feuilles et

I'apparition de Iésions nécrotiques (Glibovytska et Karavanovych, 2018).

Les eléments minéraux sont moins disponibles pour les plantes dans les sols pollués par les
hydrocarbures en raison de leur immobilisation par des micro-organismes en raison d'un rapport
C /N elevé, du revétement des particules du sol avec de I'huile, de la prévention de la dissolution
des especes mobiles et des effets négatifs du pétrole sur les bactéries impliquéees dans le cycle de
I'azote du sol. Plusieurs études ont noté également que les plantes poussant sur des sols pollués
par les hydrocarbures pétroliers étaient gravement endommagées par des ravageurs (Tumanyan
et al., 2017).

c. Santé humaine

Les hydrocarbures pétroliers pénétrent dans le corps humain soit par voie cutanee, soit par
une inhalation ou une ingestion qui provoque des effets indésirables principalement sur les
systéemes gastro-intestinal (Gl), respiratoire et nerveux (Coppock et Christian, 2007). Le
pétrole peut entrainer une altération de la fonction pulmonaire dans les cas d'asthme et d'effets
thrombotiques chez les personnes atteintes d'une maladie coronarienne (Swiha, 2019). Les
hydrocarbures pétrolieres ont des effets cancérigenes et immunotoxiques (Liamin, 2017),
tératogénes et mutagenes pour I’homme (Varjani et al., 2017). La concentration, la durée de
I'exposition et la voie d'exposition, ont un impact direct sur la santé humaine (Benlaribi et
Djebbar, 2020).

6. Etapes d’utilisation des Pseudomonas spp. fluorescent dans la bioremediation

6.1. Critéres de sélection des Pseudomonas spp. fluorecents pour la bioremédiation
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Les Pseudomonas spp. fluorescents sont caractérisées par une croissance rapide au
laboratoire(Oulebsir-Mohandkaci et al., 2020). Ils peuvent pousser dans un milieu minimum
(Novik et al., 2015).

Le potentiel de dégradation des micro-organismes a été utilisé dans plusieurs applications.
C’est la base de la bioremédiation donc il faut étre équipé de la connaissance des caractéristiques
physiologiques, des capacités biochimiques, écologie et plasticité génétique du micro-organisme

ou des consortiums utilisés dans le processus (Kumar et Sharma, 2019).

Les bactéries de groupe Pseudomonas spp. fluorecents sont polyvalentes, présentes dans
divers habitats et peuvent méme se développer dans I'eau distillée. Ils ont un impact significatif
sur I'écologie (Onal et al., 2020). lls décomposent la plupart des produits chimiques a travers les
hydrolases qu'ils synthétisent(Wang et al., 2012). lIs sont génétiquement modifiables comme la
souche de P.putida qui contient des plasmides XYL, NAH, CAM et OCT et peuvent dégrader ,
l'octane, le salicylate et le naphtalene (Kumar et al., 2020). Ils Possédent un potentiel de

dégradation des résidus en utilisant la bioremdiation in situ (Reddy et al., 2020).

6.2 Au niveau du laboratoire (in vitro)

Les bacteries utilisées dans la technique de bioremediation (recherches et applications) y
compris ceux qui appartiennent au groupe de Pseudomonas spp. fluorescent sont souvent isolés
des environnements contaminés comme le cas des Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas
citronellolis KHA isolées en Algérie par Benchouk (2016). Comme elles peuvent étre
¢galement isolées des riviéres comme le cas d’une étude menée au Niger (Renner et al .,2019)
et une autre en chine ou ils ont utilise Pseudomonas stutzeri pour le méme but (Qian et al.,
2020).

Les échantillons du sol sont collectés avec une spatule propre et transférés dans des
emballages en plastique sterilisés, transportés au laboratoire dans les 12 h qui suit les
prélevements et analysés dans le méme jour en utilisant les techniques microbiologiques

standard, d’enrichissement et de purification (Mahmoud et al.,2020).

A. Criblage
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D’apres les études menées par Roberderina et al. (2019), afin de tester la tolérance des
souches isolées pour la dégradation du pétrole, elles doivent étre cultivées sous différentes
concentrations de pétrole (250, 500, 1000 et 1500 mg / L). Les résultats qui révelent une

résistance a des niveaux élevés de concentration (1500 mg / L) sont les plus performantes et

sont retenues pour 1’essai de dégradation du pétrole.

Pour les bactéries endophytes, la vérification de la capacité de dégradation du pétrole et
ces dérivés s’effectue dans des plaques ELISA, exposant ainsi les bactéries a une solution de
milieu minimal de DCPIP (sel de sodium de 2,6-dicloroindofénol) et le pétrole ou le dérivé
testé. Une lecture positive de la dégradation s’obsérve par décoloration du DCPIP (Oliveira
et al., 2012).

La conservation des especes de Pseudomonas isolées peut étre effectuee dans un

réfrigérateur,
maintenu a 4 ° C pour une a utilisation ultérieure (Okparanma et al., 2009).
B-ldentification

Les systémes miniaturisés permettent une identification rapide et efficace des Pseudomonas
spp fluorescents. La recherche effectuée par une équipe scientifigue a prouvé la rapidité et
I’efficacité¢ des systemes API 20E, API NFT et Biolog version 3.0 pour I’identification des

bactéries de ce groupe ainsi que I’¢lectrophorése des protéines (Lacroix et al., 2005).

La méthode de Caractérisation physiologique des bactéries se fait selon les criteres suivants :
production de lévane, réaction d'oxydase, activité pectinolytique, production darginine

déshydrolase et le test d’hypersensibilité sur tabac.

L’identification moléculaire est préférable vu la complexit¢ de la taxonomie des
Pseudomonas spp fluorescent comme 1’outil biopuces ADN notamment le logiciel de sélection
de sondes nommé PhylArray, I’hybridation ADN-ADN ou ARNmM-ADN, le clonage-
séquencage, les empreintes génétiques, la température Gradient Gel Electrophoresis (TGGE), la
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA) et la Denaturing High-performance Liquid
Chromatography (DHPLC) (Milton, 2012).

6-3A I’échelle pilote
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L’étude de dégradation a I’échelle pilote pourrait étre appliquée dans le macrocosme
puis aprés verification de l'efficacité de la dégradation des souches / consortiums et de la capacité
de leur survie ainsi que les conditions optimales, elle pourra étre  utilisée sur le terrain
(Katarina et al., 2019). Les recherches sur les biosurfactants ont montré leurs importances pour
la dégradation du pétrole (He et al., 2020) ainsi que les enzymes secrétés par le groupe des

Pseudomonas spp fluorescent (Medic¢ et al., 2020)

Les biosurfactant agissent en diminuant I'interface de tension huile-eau et agissent en
empéchant la coalescence des gouttes d'huile dans I'eau (Ron et Rosenberg, 2002). Les bactéries
capables de produire des biosurfactants peuvent utiliser le pétrole comme source de carbone. une
expérience a 1’échéle pilote a démontré que les souches de P. aeruginosa produisant un
biosurfactant sont capables de degrader le pétrole brut, méme en présence de salinité (Ebadi et
al., 2017)

Les étapes a cette échelle commencent par la production des biosurfactants. Cet
exemple traite le cas de P. aeruginosa et de Bacillus ou les isolats ont éte activés par croissance
pendant une nuit et incubés a 30 ° C sous agitation a 200 tr / min pendant sept jours en utilisant
une boue huileuse. Apres épuisement du glucose, la production de biosurfactant a était verifier
par la mesure de la tension superficielle entre une suspension cellulaire / couche du surnageant.
Le taux de degradation a atteint les 95% a 30C° (Lima et al., 2011).

Selon (Peekate and Abu, 2018), I’efficacité des biosurfactants secrétés par P.fluorescens,
P. putida, P. aeruginosa pour la dégradation des dérivés des hydrocarbures comme le pétrole
était plus éleve que son agent biologique. Cette recherche a été réalisée dans un labo nigérien a
I’échelle pilote en prouvant d’abord la production des biosurfactant et avec une quantification du
pétrole dans les échantillons de sol. Des essais a la méme échelle prouvent la performance des
enzymes du groupe Pseudomonas spp fluorescent dans cette opération pour atteindre des taux
élevés de dégradation (L.i et al., 2020).

Des enzymes secrétées par les especes du groupe Pseudomonas spp. fluorescents du
sol comme les déshydrogénase, catalases, et polyphénols et oxydases ont montré de bonnes

capacités de dégradation du pétrole brut ainsi que 'uréase qui a été le plus efficace (Kumar et

al., 2014).

La dégradation du pétrole et I’essence par les enzymes secrétés a partir des bactéries
du groupes Pseudomonas spp fluorescent tel que P.aeruginosa PSA5 représente une

opportunité promotrice pour I’application en bio remédiation vu les résultats spectaculaires qui
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arrivent jusque a 84°/° (Parthipan et al., 2017) D’autre part, I’enzyme alkane hydroxylase
secrété par P.aeruginosa DN1 prouve cette réussite in vitro, D’autres études a I’échéle pilote ont
été effectués dans le but de confirmer ces résultats mais dans des spectres plus larges (Meng et
al., 2018).

Les résultats de I’étude de la biodégradation du naphtaléne en bioreacteur pilote (figure
n°8) a différentes concentrations initiales par 1’enzyme dioxygénase secrété par Pseudomonas
spp fluorescents ont montré une absence de la phase de latence. Ce qui reflete la bonne
adaptation des cellules a la source de carbone et au milieu utilisé. La dégradation a dépassé les

80% apres 15 jours d’incubation a une température constante (30°C) (Abouseoud, 2007).

Solid Substrate

Solid Substrate
-

Microorganism

g SSF- column-tray bioreactor
Figure N°8 : Schéma d’un bioreacteur (Arora et al., 2020).

6.4. L’utilisation de I’ingénierie pour augmenter la performance des Pseudomonas spp.

fluorescents

Le Pseudomonas fluorescens ATCC 17400 a été génétiquement modifiée pour la
dégradation du polluant 2,4-dinitrotoluéne. Une souche recombinante désignée MP a été
construite par transfert conjugatif a partir de Burkholderia sp. souche DNT du mégaplasmide
pJS1, qui contient les génes DNT de la dégradation du polluant. L'introduction des genes DNT
dans le Chromosome ATCC 17400 de P. fluorescens en utilisant un plasmide de délivrance a
base de Tn5 d'intégration chromosomique a généré une souche dégradante stable pendant

longtemps, qui a été désignée RE. En plus la présence de P. fluorescens RE dans les sols
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contenant les niveaux de 2,4-dinitrotoluéne mortels pour les plantes ont considérablement
diminué les effets toxiques de ce composé sur la croissance d'Arabidopsis thaliana (Monti et al.,
2005).

6.2. Application des Pseudomonas spp fluorescent a grande échelle pour la

bioremediation du sol pollué par les hydrocarbures pétroliers

Le principal defi dans la conception d'une stratégie de bioremédiation est de déterminer
les principaux facteurs qui limitent l'activité microbienne et sélectionnent les conditions de
traitement appropriees. Les facteurs militants susceptibles de se produire sur un site contaminé
peuvent faire référence aux aspects physiques, chimiques ou biologiques. Les facteurs
biologiques qui limitent la biodégradation peuvent inclure une faible activité et une faible densité
de bactéries indigénes ainsi que les interactions entre les agents dégradants et d'autres
organismes (Fuentes et al.201 4).  En raison des risques, l'autorisation de bio remeédiation par
les bactéries est refusée pour des applications a grandes échelles dans la plupart des pays
(Lahti,2020).

Des études ont montré que les produits de bioremédiation peuvent étre efficaces au
laboratoire, mais nettement moins sur le terrain. En effet, les études en laboratoire ne peuvent
pas toujours simuler des conditions du monde réel complexes telles que I'nétérogénéité spatiale,
les interactions biologiques, les effets climatiques et les limitations du transport de masse des
nutriments. Par conséquent, les études sur le terrain et les applications sont les tests ultimes ou la

démonstration la plus convaincante de I'efficacité des produits de bioremédiation

Par rapport aux produits microbiens, trés peu d'additifs nutritifs ont été développés et
commercialisés spécifiguement comme agents de bioremédiation commerciaux pour le nettoyage

des déversements d'hydrocarbures (Nilanjana Das,2010).

7. Les limites d’utilisation des Pseudomonas spp fluorescents dans la bioremediation des

hydrocarbures pétroliers

1-Les opérations de bio remédiations des sols exposent les personnels a des nombreux risques
biologiques nécessiteraient d’étre étudiés donc il faudra évaluer ces risques liés aux
microorganismes mis en ceuvre et I’exposition des opérateurs durant les phases du traitement

biologique (\Vogel, 2008).
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2-Pour la bioremediation, il est difficile de savoir les microorganismes réellement pathogenes
pour I’homme ;ils existent des Pseudomonas qui surinfectent des plais, dans d’autre cas ya les
Pseudomonas fluorescens,Pseudomonas alcaligens,Pseudomonas mendocina qui sont connus
pour leurs dégradation des alcanes et qui sont manipulé autant que souches identifiées, possible
d’évaluer le danger pour les opérateurs immunodéprimées laure de la pulvérisation des bactéries

sur les tertres ou autre étapes de bioremediation(Lahoussine,2013).

3-Des résultats obtenus au laboratoire montrent que des souches appartenant a des taxons
bactériens aussi connus et étudiés que le genre Pseudomonas pourraient s'insérer dans la liste des
bactéries naturellement transformables in situ, lors de la décharge de foudre dans un sol, les
perturbations électriques ainsi générées pourraient étre a l'origine de la pénétration passive de
I'ADN extracellulaire présent dans I'environnement immédiat des micro-organismes telluriques
(simont,2000) .

4-La présence dans les nuages de bactéries aérosolisées capables de former des noyaux de glace
a ’origine des précipitations et impliquées dans le déclenchement de la foudre, telles que la
bactérie phytopathogéne a repartition mondiale Pseudomonas syringa, qui peut étre impliquée

dans le transfert horizontal de genes chez les bactéries rhizospheriques (Blanchard,2014).
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Conclusion et perspectives

La pollution représente un des défis importants pour la santé humaine et la diversité des
écosystemes a court ou a long terme dans le monde entier, elle est d’origine anthropique, c'est-a-

dire produits issue des activités humaines.

Ce probléme ne peut étre résolu par des outils conventionnels et des stratégies traditionnelles
comme les traitements physico-chimiques qui ils ont un risque d’apparition d’autres polluants et

leur performance est variable.

La bioremédiation dans laquelle des micro-organismes sont utilisés est une technologie
émergente qui peut étre utilisée pour la gestion compléte de divers groupes de polluants
environnementaux. Elle représente une approche durable efficace, rentable performent et plus

appropriée.

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont capable de synthétiser grande variété des
métabolites les hormones de croissance, les antibiotiques, cyanure d'hydrogene (HCN) qui sont

utilisée dans des différentes secteurs telle que le contrdle des agentes pathogenes.

Les Pseudomonas spp fluorescents ainsi leur role dans la remédiation des environnements
pollué, grace a leur capacité de dégradation d’une large gamme des polluant telle que les

métaux lourds et les pesticides.

L’utilisation des Pseudomonas spp. fluorescents dans la bioremédiation des sols pollue par

les hydrocarbures pétroliers représente un outil trés sollicités efficace et rapide.
Perspectives

La capacité des Pseudomonas spp fluorescents et leurs métabolites de dégrader 1’hydrocarbure
pétrolier est prouvé mais il existe des limites qui empéchent leur application a grand échelle

surtout vu la complexité de la taxonomie et le métabolisme de ce groupe.
A T’issu des résultats des articles consultés il serait souhaitable de :

-Faire plus de recherche sur le métabolisme des Pseudomonas spp fluorescent et savoir les

nouvelles sur sa taxonomie.

-Augmenter la concentration du polluant afin de déterminer 1’aptitude maximale des souches a

biodégrader les hydrocarbures.

-Essayer d’autres molécules pour la stimulation de la dégradation du pétrole d’une part et la

stimulation des bactéries indigénes d’une autre part.
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-Faire des essais a 1’échelle moléculaire pour sélectionner des génes de dégradation afin de
favoriser le transfert horizontal des genes de la bactérie choisie ver des especes du groupe

Pseudomonas spp. fluorescent.
-Suivre la bioremédiation pour une période plus longue.

- Faire L’application a plus grande échelle du procédé de bioremédiation des sols pollué par le

pétrole est nécessaire.
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Identification et caractérisation des bactéries rhizosphériques et endophytes du palmier dattier cas des :
Pseudomonas spp. fluorescent

1-Objectif du travail

L’objectif de notre travail porte sur I’identification et la caractérisation des bactéries endophytes
et rhizosphériques, le cas des Pseudomonas spp. fluorescents. L’isolement a été effectué a
partir du sol et les racines du palmier dattier. Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de
phytopathologie de I’université de Saad dahleb Blida -1- pendant 3 semaines interrompu par
I’apparition du covid -19- ou toutes les universités du pays ont été fermées. Nous présentons
dans cette petite partie de notre travail les techniques et les étapes qui nous ont permis

I’isolement des bactéries endophytes et rhizosphériques du palmier dattier.
2- le palmier dattier

Le palmier dattier Phoenix dactylifera est la plante monocotylédone de la famille des Arécacées
c¢’est un palmier de 15-30 m de haut, les fruits sont appelés dattes, cette plante résiste au froid
comme a la sécheresse ; ce dattier est répondu dans tous les grand ensembles désertiques chauds
du globe situées aux latitudes tropicales et subtropicales. Il est trés présent dans toute I’ Afrique

saharienne (Bouguedoura et al,. 2017).
3-Matériel et méthode
3-1 le matériel végétal et le sol

L’isolement des endophytes (bactéries) a été effectué a partir des racines et du sol du palmier
dattier (figure n° 09) qui ont été collectées a partir de plusieurs zones de prélevements situé au

niveau de wilaya de Bechar.

Figure n°9 : racines et sol du palmier dattier
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3-2 Méthode

3-2-1 Echantillonnage

La collecte des échantillons a été faite pendant les mois de février et mars dans deux zones
Taghit et Oukda au niveau de trois sites pour chaque zone de préléevement (figure n°10), dans la
wilaya de Béchar (située a 1150Km au sud-ouest de la capitale Alger).Bechar est caractérisée par

un climat de type saharien avec un hiver temperée et une grande aridité.

Afin d’assurer un bon isolement des bactéries endophytes, le matériel végétal (racines du
palmier dattier) a été pris aléatoirement a partir de palmiers sains. L’age des palmiers dattier
varie entre 10 ans et 30 ans ; les échantillons de racines sont placés dans des sacs stériles pour les

transporter au laboratoire.

Pour le sol des échantillons ont €té pris a partir de méme endroits aux alentours des racines du

palmier dattier et transporté au laboratoire dans les mémes conditions d’asepsies.

Nous avons programmeé le codage des boites Pétri selon la localisation de I’opération

d’échantillonnage comme il est présenté dans la (figure n°10).

Région de Béchar

Taghit Ouakda
: : F
Kesba Feggous Cherka Hmira Mejboul eagous
TK TF TC OH oM oF

Figure n°10 : La localisation de I’opération d’échantillonnage et le codage des boites Pétri

3-2-2 Préparation du milieu de culture King B

Pour la préparation du milieu de culture King B on a suivi les étapes selon le protocole affiché au

niveau de laboratoire de phytopathologie.
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On a versé 990 ml d’eau distillée dans un ballon et on a ajouté 10 ml de glycérol, 1’étape
suivante été 1’ajout de 33 g de poudre d’déshydraté du milieu King B et I’homogénéisation du

melange (figure n°11).

Apres on a versé cette quantité dans des flacons stérilises de 200, 200,600 ml, ces derniers ont
¢té mis dans I’autoclave pour la stérilisation et aprés refroidissement le milieu a été coulé dans

des boite Pétri.

Figure n°11 : Milieu King B préparé pour I’isolement des bactéries endophytes et
rhizosphériques fluorescents

3-2-3isolement des bactéries

a-isolement des bactéries endophytes a partir des racines du palmier dattier

Les échantillons de racines de palmier dattier ont été lavé a ’eau du robinet pour enlever les
débris du sol, puis rincés plusieurs fois avec de I’eau distillée stérile, ils ont subi une désinfection
dans de ’hypochlorite de sodium (Na OCL) a 3% pendant 3 minutes suivie de trois ringages

successifs dans 1’eau distillée stérile pendant 1,2, 3 minutes respectivement (figure n°12).

Apreés un séchage sur un papier filtre stérile, les échantillons ont été découpés en fragment de
quelque millimétres de long ; ces fragments racinaires ont été déposés dans des boites Pétri

contenant un milieu de culture et incubés a 25° pendant 3 jours.

Les boites ont été constatées chaque jour pour contréler la croissance des bactéries qui poussent

a partir des fragements des racines pour les isoler et les purifier.
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Pour s’assurer que la désinfection des racines est suffisante et que les isolements contenant
seulement des endophytes, la technique d’empreinte a été réalisé en déposant les fragements de

racines dans des boites Pétri pendant une minute sur le milieu KING B, en absence de

développement des colonies a partir des empruntes profondes, le protocole de stérilisation de

surface a été considéré comme valable et correct pour les isolements des endophytes.

Figure n°12 : Préparation des racines pour I’isolement des bactéries endophytes

b- isolement des bactéries rhizosphériques a partir du sol

Les bactéries rhizosphériques ont éte obtenus par isolement a partir du sol ; les échantillons de
sol ont été préalablement séché, broyé et calibré par tamisage. 10 g de sol ont été transféré dans
90 ml d’cau distillée stérile contenue dans un Erlenmeyer. Le mélange est ensuite mis en

agitation pendant 30 min pour obtenir une bonne dilacération des particules.

Afin de faciliter le déenombrement des colonies une série de dilution est réalisée a partir de la
solution mere dont la concentration est de 10-1, et pour obtenir une solution de 10-2,1 ml de la
solution mére est transférée dans 9 ml d’eau distilée stérile. Ainsi une série de dilution est
réalisée dans des tubes a essai de 10-2 j’jusque au 10-5 ; apres 100ul de chaque dilution ont été
étalée sur le milieu de culture (King B) contenu dans des boites Pétri. Pour chaque dilution on a

ensemencé 3 boites de Pétri.

L’incubation est faite a 26° pendant 2 jours (figure n°13), aprés on a passé au denombrement de
colonies et on a constaté la présence de la couleur verte (la fluorescence) dans plusieurs boites
mais le travail a été interrompu a ce stade par ’apparition du corvide 19 ou toutes les universités

au niveau national et méme international ont été fermé.
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Figure n°13 : Bactéries rhizosphériques isolées a partir du sol du palmier dattier.
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