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I ntroduction

I ntroduction

Depuis les années 1950, le développement de I'agriculture et |a volonté d'augmenter
lesrendements des denrées magjeures, faisant partie du régime aimentaire, ains que
I’améliorationde la santé publique ont conduit a une utilisation croissante des pesticides (95%
ausageagricole) et notamment les herbicides.

L'usage des pesticides a constitué une avancée importante dans la malitrise des
ravageurs, desmaladies parasitaires et des mauvaises herbes en agriculture. Ces produits ont
largement facilitéles conditions de travail et de production des agriculteurs et ont permis une
securisationincontestable de la production alimentaire. En effet, depuis la mise sur le marché
des moléculesherbicides, la lutte contre les mauvaises herbes a pu réduire le désherbage
manuel oumécanique. Cependant, les pesticides peuvent aussi étre tres nocifs et I’utilisation
accrue de cesproduits peut endommager I’environnement.

L es pesticides posent un véritable probleme de santé publique, pas seulementpour les
utilisateurs qui sont les plus exposés, mais aussi pour la population générale.En effet, les
effets de faible quantité de pesticides, en mélange, pendant des périodeslongues posent de
nombreux probléemes de santé. L’épidémiologie nous montre ainsique les personnes exposées
aux pesticides ont plus de risques de développer denombreuses maladies que les autres :
cancer, problémes d’infertilité, problémesneurologiques, la maladie
d'Alzheimer...etc.(MDRGF,2004).

Afin d’eviter la contamination par ces denrées qui sont a I’origine d’intoxications
chezlI’lhomme et les animaux, il est donc recommandé de respecter les delais d’emploi
despesticides avant la récolte(MDRGF,2004), ainsi que de trouver des solutions pour les
éliminer de I’environnement.

Au cours des dernieres années, les chercheurs ont imaginé divers procédés
d’élimination de cette pollution, parmi eux, les traitement physico-chimiques requiérent des
quantités considerables d’agent oxydant et conduisent parfois a la formation de produits
intermédiaires indésirables et méme toxiques. De plus certains produits résistent ace type de
traitement.

Une méthode pratique pour épurer les environnements contaminés est la
bioremeédiation ou depollution biologique. La bioremédiation est définie par I’utilisation
d’organismes vivants pour détruire les polluants environnementaux (Perry et al., 2004).

Parmi les polluants environnementaux, le sulfosulfuron est un herbicide qui
appartient ala famille des sulfonylurées, commercialisé sous forme de plusieurs formulations
tel que : I’ Apyros qui est largement utilisé en Algérie (Khelifaet al., 2003).



I ntroduction

De ce fait, I’objectif de notre travail est I’isolement et la caractérisation de
microorganismes capables de tolérer et de dégrader I’herbicide Apyros (sulfosulfuron), a partir
d’un sol agricole contaminé par ce méme herbicide.

Pour atteindre cet objectif, trois étapes ont éé suivi durant ce travail :

- Isolement par enrichissement, des microorganismes tolérant et dégradant I’herbicide
Apyros.
-Identification présomptives des souches isol ées.

-Etude, in vitro, de la cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros par les souches
sélectionneées, par spectrophotométrie.
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Synthese bibliographique

l. Le sol
1. Définition :

Les sols constituent I'élément essentiel des biotopes continentaux. Leur ensemble, dénommeé
pédosphere, résulte de I'interaction de deux compartiments biosphériques, |'atmosphére et les deux
couches superficielles de la lithosphere. C'est I'altération des roches meres, due a des forces
chimiques et biologiques, qui donne naissance au régolite (manteau superficiel de débris), lui-méme
transformé en ce que I'on appelle sol. Les cing principaux facteurs impliqués dans la formation du sol
sont laroche mére, le climat, latopographie, I'activité biologique et le temps(Atlas et al ., 1992).

Le sol a de nombreuses fonctions, il est un milieu biologique dans et sur lequel se
développent des organismes vivants. Ce développement dépend de la qualité de ce sol ou fertilité
(quantite de carbone, d’azote, capacité d’échange ionique, etc.). Il est aussi un acteur déterminant du
cycle de I’eau (stockage et regulation) et de la qualité de cette eau (source de pollution, capacité de
rétention des polluants mais aussi biodégradation de ceux-ci). Mais le sol joue aussi un role
prédominant dans tous les cycles biogéochimiques (Quénéa, 2004).

2. Composition du sol :

Les sols sont des milieux poreux composeés de quatre compartiments qui sont |es troisphases,
solide, liquide, gazeuse et les organismes vivants (Calvet, 2003).

2.1. La phase solide du sol :

Elle est constituée par des minéraux et des matiéres organiques en proportions variables. La
fraction minérale solide représente a elle seule 93 a 95 % du poids total du sol. Elle est composée
d’éléments de tailles tres diverses, provenant de la fragmentation plus ou moinspoussée de la roche
meére originelle. La matiére organique inerte provient de I’activité de tous les organismes présents a la
surface ou a I’intérieur du sol. Une partie de cette matiére organique est produite par des organismes
vivants, le reste est constitué par les débris des végétaux morts, les cadavres d’animaux et les cellules
microbiennes lysees. L’essentiel de la matiere organique parvenue dans le sol est d’origine végétale
(Calvet., 2003).

2.2. La phase liquide du sol :

La phase liquide du sol n’est pas de I’eau pure, c’est une solution dont la composition est
complexe et tres variable. Elle contient de tres nombreuses substances dissoutes organiques et
inorganiques, ionisées et non ionisées. La solution du sol est principaement une
solutiond’électrolytes, généralement peu concentrée, dont la molarité totale est de I’ordre de 102 &
10° mol L™, Elle contient également des ions H* et OH™ dont les concentrations déterminent la
réaction du sol caractérisée par son pH (Calvet, 2003).
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2.3. La phase gazeuse du sol :

La phase gazeuse occupe les pores du sol(Davet, 1996), elle a une composition voisine de
celle del’air mais elle peut étre trés variable dans I’espace et dans le temps. Elle
dépendprincipalement de deux facteurs, la profondeur dans le sol et I’activité biologique (Calvet,
2003).

2.4. Les microorganismes du sol et leur role :

Les organismes vivants du sol sont variés et nombreux. Un sol contient typiquement 10°
410" microorganismes par gramme de sol (Stéphanieet al ., 2007).

2.4.1 Les procaryotes :

Ce type d’organismes réunit les bactéries et les archéobactéries. La variété des
innombrables espéces est si grande (Gans et al ., 2005), considérées dans leur ensemble, les bactéries
semblent pouvoir prospérer dans les milieux les plus divers. Dans le sol, on rencontre surtout des
bactéries mésophiles, préférant des pH neutres ou légerement alcalins. Des bactéries courantesdu
cycle du soufre, comme Thiobacillusthiooxidans, peuvent cependant supporter des pH trés acides.
Les bactéries anaérobies peuvent coexister avec des bactéries agrobies dans le méme échantillon de
sol. On a méme montré que des bactéries strictement agrobies et des bactéries strictement anaérobies
pouvaient étre présentes et actives dans une méme particule. La densité du peuplement décroit en
générale lorsque la profondeur augmente (Davet, 1996).

Parmi |es bactéries pouvant aussi exister dans sol, il y a:

s Les Actinomycétes : groupe de bactéries appartenant a la flore du sol, qui jouent un
réle important dans la décomposition des matieres organi ques.

s Azotobacter : bactérie aérobie stricte et libre dans le sol qui fixe I’azote atmosphérique
chez la plupart des végétaux et e transforme en ammonium (20 a 40 kilos par hectare).

% Azospirillum : bactérie aérobie stricte et libre dans le sol qui fixe I’azote
atmosphérique chez la plupart des végétaux et le transforme en ammonium (20 & 40 kilos par
hectare).

< Bacillus amyloliquefaciens: bactérie aérobie stricte et libre dans le sol qui génére une
enzyme phythase qui permet de libérer d’avantage de phosphore organique du sol. Elle colonise les
racines et ralentie les champignons nuisibles et genere également des auxines (hormone de
croissance).
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< Bacillus megaterium: une des plus grosses bactéries rencontrées dans les sols. Cette
bactérie est capable de produire des endospores (résiste a la sécheresse). Elle est impliquée dans le
cycle du phosphore (minéralisation microbienne du phosphore organique). Elle produit également
une pénicilline amidase (antibiotique).

< Bacillus radicola: bactérie aérobie stricte et libre dans le sol qui s’associe au
Rhizobium. Cette bactérie est productrice de phytohormones ce qui permet de développer le systéme
racinaire du végéetal.

s Bacillus subtilis: bactérie aérobie stricte et libre dans le sol. C’est une bactérie
rhizosphériquephytoprotectrice des racines (PGPR). Elle crée un bio film adhésif et protecteur
(mucilage microbien).

% Lactobacillus rhamnosus. bactérie aérobie stricte et libre dans le sol qui sécréte des
enzymes permettant de déegrader la matiére organique fraiche (lignine, cellulose,...€etc.). Elle inhibe
€galement certains germes pathogenes.

% Lactobacillus faciminis: bactérie aérobie stricte et libre dans le sol qui sécrete des
enzymes permettant de dégrader la matiere organique fraiche (lignine, cellulose,...€etc.). Elle inhibe
également certains germes pathogenes.

% Pseudomonas spp: bactérie aérobie stricte et libre dans le sol. C’est une bactérie
rhizosphériquephytoprotectrice des racines (PGPR). Elle crée un bio film adhésif et protecteur
(mucilage microbien). Elle a également |a capacité de solubiliser lefer.

% Rhizobium : bactérie aérobie stricte qui fixe I’azote atmosphérique en association avec
des plantes hétes (Iégumineuses) et le transforme en ammonium (20 a 40 kilos par hectare).
(Coulibaly, 2005).

2.4.2 Les Eucaryotes :

»  Les Champignons :

Leurs exigences thermiques permettent de les considérer dans leur ensemble comme
desMésophiles : ils se développent entre 10° C et 40°C. Les Champignons supportent
généralementbien les pH acides et, dans de telles conditions, sont plus compétitifs que les bactéries
pourl’exploitation d’un substrat. On ne doit cependant pas, pour autant, les considérer comme
desorganismes acidophiles.En fait, ces organismes semblent pouvoir se développer dans des
intervalles de pHenvironnementaux assez larges. Beaucoup possédent, d’ailleurs, une gamme
d’enzymes capables d’attaquer un méme substrat a des pH différents (Davet, 1996).

Parmi les champignons vivants dans le sol on a:(Coulibaly,2005).
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s Coniothyriumminitans. champignon filamenteux qui crée une barriére physique et
stimule le développement racinaire par libération d’éléments nutritifs et minéraux. Elle détruit les
sclérotes du sclérotinia par production d’enzymes cellulosiques et grace a la production de molécules
aactivité biocide (peptaibols).

% Phanerochaetesp: champignon filamenteux qui produit des enzymes qui dégradent la
lignine et la cellulose.

% Trichoderma (hazarnium et atroviride) : champignon filamenteux qui crée une
barriere physique et stimule le développement racinaire par libération d’éléments nutritifs et
minéraux. Elle détruit les champignons pathogenes par production d’enzymes cellulosiques et grace a
la production de molécules a activité biocide (peptaibols).

% Mycorhizes (glomus I ntraradices et mosseae) : la mycorhize est une association entre
les racines des plantes et des champignons. Elle existe chez 95% de toutes les plantes a fleurs et a
graines. Dans la nature, elle est essentielle a la survie des deux partenaires. Chez la plante, elle
augmente sa capacité d'absorber les minéraux essentiels et sa résistance aux maladies des racines. Et
elle permet au champignon de tirer les glucides directement de son partenaire, sans la compétition
des autres micro-organismes.

»  Lesalgues:

Les formes terrestres, toutes microscopiques, sont particulierement résistantes a la
dessiccation. Les algues peuvent se contenter de faibles intensités lumineuses, ce qui leur permet
d’avoir un comportement autotrophe actif a plusieurs millimétres au-dessous de la surface,
particulierement dans les sols riches en particules de quartz transucides. Elles sont, dans cette
situation, mieux protégées de la dessiccation(Davet, 1996).

>  Les protozoaires :

Dans le sol, on rencontre des représentants de tous les groupes a forme libre. Les Flagelléset
les Rhizopodes sont les plus fréquents. Ils se déplacent dans I’eau retenue dans les micropores et a la
surface des microsagrégats. Plusieurs espéces de Protozoaires du sol se montrent treés ubiquitaires et
se retrouvent dans des conditions climatiques tres différentes (Davet, 1996).

3. Contaminationet pollution des sols :

3.1. Définition :

La pollution et la contamination sont deux expressions couramment employées pour
désignerl'accumulation anormale et exogéne, généralement due a une activité humaine, d'ééments ou
de composés minéraux, organiques ou d'agents pathogénes dans un milieu donné dont la qualité se
trouve affectée (Chassinet al ., 1996).
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Une substance toxique désigne une substance naturelle ou de synthése, minérale ou
organique, présentant une nocivité pour les organismes vivants, pouvant étre absorbée par voie
foliaire ou racinaire chez les plantes, par inhalation, ingestion ou contact chez les animaux, elle
provogque une intoxication des organismes affectés en perturbant une fonction vitale pouvant
entrainer lamort (Ramade, 2000).

3.2. Formes de pollution :
On distingue deux types de pollution des sols (Jeannot et al ., 2000) :

- La pollution localisée : Elle se distingue par la présence ponctuelle dans les sols des
substances dangereuses. déversements, fuites ou dépot de déchets.

- La pollution diffuse : Elle implique des polluants a faible concentration sur de grande
surfaces, ils proviennent généralement d’épandages de produits: engrais ou pesticides, retombées
atmospheériques.

Pour chacun de ces types, on distingue deux origines de pollution:

La pollution accidentelle : Déversement ponctuel e momentané de
substancespol luantes.

La pollution chronique : survenant sur de longues dureées, telles que les fuites sur des
Conduites enterrées, les lixiviats issus de dépdts de déchets.

3.3. Contamination des sols :
3.3.1. Contamination biologique :

La pollution biologique des sols est imputable a des organismes pathogenes ou non,étrangers
au milieu et parfois a des organismes génetiquement modifiés (Nielsen et al ., 1998).

3.3.2. Contaminations par les métaux lourds :

Les métaux lourds sont des métaux ayant une densité supérieure a 5. Certains, tels le fer(Fe),
le manganese (Mn), le cuivre (Cu), le nickel (Ni), le cobalt (Co), le zinc (Zn) le molybdéne (Mo),
sont nécessaires aux étres vivants en petites quantités (Bourrelier et al., 1998), ils font partie des
oligoéléments. D’autres métaux lourds, tels que le plomb (Pb), le cadmium (Cd), le mercure (Hg), et
I’argent (Ag) n’entrent pas dans la composition des étres vivants. A concentration plus élevee, en
revanche, tous présentent une toxicité plus ou moins forte qui dépend des conditions ambiantes
(Davet, 1996). Les métaux lourds peuvent se trouver dans I’air, dans I’eau et dans le sol. Le pétrole,
le charbon et e bois contiennent tous les éléments chimiques et parmi eux, les métaux lourds, en
guantités différentes.
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Il s’ensuit que lors des procédés de combustion, ces métaux lourds et/ou leurs
composesParviennent dans I’air et peuvent atteindre le sol directement, ou ils sont souvent adsorbés
sur les aérosols ou dans les eaux des précipitations (Calvet, 2003). Ils peuvent également étre
ramenés au sol par le traitement des cultures avec certains pesticides, les apports d’engrais, de lisiers
et de boues ou de composts (Laurent et al ., 2005).

3.3.3. Contamination par les composés organiques :
3.3.3.1. Composes organiques naturels :

En regle générale, ils sont completement biodégradables, au moins sous certainesconditions
favorables. Il faut toutefois les considérer comme des polluants si :

leur concentration est anormalement élevée et engendre un stress important dans
labiocénose du sol, ce qui peut conduire & I’inactivation de mécanismes potentiels debiodégradation,
ainsi qu’a la perte des propriétés homéostatiques du sol.

leur nature chimique ne permet pas leur dégradation dans les conditions du sol
considéré.

Par exemple, la décomposition de nombreux hydrocarbures (pétrole) est impossible en
conditionsd’anoxie (Calvet, 2003).

3.3.3.2. Les xénobiotiques :

Le sol peut recevoir de nombreux cOmposés organiques Xénobiotiques, possédant
desstructures chimiques et des propriétés trés variées (Tableau. 1). Ce sont des composésartificiels,
inventés par I’homme et différant fortement, dans leur structure chimique des composéssynthétisés
par les étres vivants (Perry et al ., 2004).
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Tableau 1. Composés organiques xénobiotiques susceptibles d’étre apportés aux sols (Calvet, 2003).

Categorie de Origine Intérét Risgues
Composes Environnementauix
Principalement : Protection desplantes | Pollution des eauix,
activitésagricoles et hygiéne del’air a moindre
Pesticides Secondairement urbaine et entretien degré.
urbaineset transport. desvoies
decirculation.
Composés Industrie. Solvants, produits Pollution de I’air.
organiques détachants.
volatiles.
(Cov)
Polychlorobenzénes. |  Industrie, déchets Isolants électriques. | Pollution des sols, de
(PCB) urbains. I’air et des eaux.
Hydrocarbures Industrie. Carburants. Pollution des sols, de
Aliphatiques I’air et des eaux.

On peut distinguer entre autres :

des composes inertes, non dégradables, non toxiques, n’interagissant pas avec
desorganismes vivants. La plupart des plastiques entrent dans cette catégorie.

des composés toxiques, plus ou moins dégradables, qui passent la barriere cellulaire
lors de la nutrition de la plante.Ceux-ci peuvent se concentrer le long des chaines alimentaires et
mener a des dommagesphysiologiques ou a de graves intoxications, voire la mort (Calvet, 2003).

Les composés organiques xénobiotiques présents dans le sol sont distribués dans lesphases
solide, liquide et gazeuse, selon les caractéristiques des phénomenes de partition concernés. Il en
résulte que les eaux superficielles et souterraines peuvent étre polluées a desdegrés divers en fonction
de leur prédominance dans la solution du sol ou sur la phase solide.

Le risque de transfert dans les eaux des composes organiques xénaobiotiques dépend de leu
rmobilitéqui est plus ou moins limitée par leur rétention et de leur quantité présente dans le sol qui,
elle, est déterminée par leur dégradation. La rétention et la dégradation sont deuxphénomenes clés du
processus de pollution, puisqu’ils déterminent les quantités susceptibles d’étre transportées. Ces
quantités sont aussi diminuées, mais dans une moindre proportion, par la volatilisation etl’absorption
par les plantes. Cependant, ces deux phénomeénes ne participentpas a I’effet protecteur des sols
puisqu’ils générent des pollutions de I’air et des vegétaux (Calvet, 2003).
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> Pollution du sol par les pesticides :

La pollution du sol par différentes substances, dont les pesticides, a été reconnue comme
I’une des principales menaces qui pésent sur les sols (Merhi,2008). Cette pollution peut provenir des
activités agricoles ;des activités de désherbage mais aussi des sites industriels en activité ou
abandonnés (Gatignol et Etienne,2010), elle varie avec le type de produit utilisé, le moment de
Ol’application et le couvert veégétal du sol dont en pulvérisation sur feuillages. On estime que les
pertes au sol sont de 10 a 70 %(Alterre, 2009).L espesticides sont susceptibles de produire leurs effets
des dizainesvoire des centaines année apres I’utilisation (Bonnefoy,2012), la vitesse d’infiltration
dans le sol dépond du sol (humidité, taux de matiéreorganique, pH)et du pesticide.(Merhi, 2008).

I1. Les pesticides
1. Définition :

Le mot « pesticide » est un terme générique définis par la directive 91/414/CEE du 15
juillet1991 comme toute substance ou mélange de substances chimiques (naturelles ou synthétiques)
utilisée pour lutter contre les ravageurs qui portent atteinte aux ressources végetales ou animales,
nécessaires a I’alimentation humaine. Ces produits, sont également appelés produits agro
pharmaceutiques, produits phytosanitaires, ou produits de protection des plantes, (selon I'UIPP,
2009). Les pesticides commerciaisés sont composés d’une ou plusieurs matiéres actives auxquelles
on a ajouté d’autres substances : produits de dilution, surfactants, synergisants... afin d’améliorer
leur efficacité et de faciliter leur emploi.

2. Composition et formulation :

Un pesticide est composé de 2 types de substances :

v" Une ou plusieurs matiéres actives : Ce sont ces matiéres actives qui conférent
auProduit I’effet poison désiré, tels que : le sulfosulfuron, le glyphosate, le métaldéhyde,
I’isoproturon.

v" Un ou plusieurs additifs : Ces additifs renforcent I’efficacité et la sécurité du produit,
Tels que :répulsif, épaississant, anti-moussant, solvant (Maison de consommation et de

I’environnement, 2003).

La formulation correspond a la forme physique sous laquelle le produit
phytopharmaceutique est mis sur le marché ; obtenue par le mélange des matiéres actives et des

10
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formulant, elle se présente sous une multitude de formes, Les plus couramment répandus sont les
suivantes :

Pour les formulations solides : les granulés solubles (SG), les poudres mouillables (WG).
Pour les formulations liquides :

» Les concentrés solubles (SL), composés de produits solubles dans I’eau.

» Les concentrés émulsionnables(EC), composés de produits liquides en émulsion
dans le produit.

» Les suspensions concentrées(SC), appelées (parfois flow de I’anglais flowable),
Composees de particul es solides dispersées dans le produit (Amatrop, 2000).

3. Classifications des pesticides :

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marche sont caractérises par une telle variété de
structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est complexe. D’une
maniére générale, ils peuvent étre classes en fonction de la nature de I’espece a combattre mais aussi
en fonction de la nature chimique de |a principal e substance active qui les compose.

Les produits phytosanitaires sont indispensables a la production agricole, il en existe une
variété. Ils regroupent plus de 900 matieres actives qui rentrent dans plus de 8800 spécialités
commerciales (UIPP, 2009). De plus, les variétés et les quantités utilisées different en fonction du
pays ou ils sont utilisés. Néanmoins, les systemes de classification sont universels. (Tableau 2).

11
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Tableau 2 : Les différentes classifications de pesticides (Conrad et al., 1999 ).

ler systeme de classification 2¢me Systéme de
Classification
En fonction de la nature
En fonction de la chimique de la
Cible Spectre d’action substance chimique
active des pesticides
Les herbicides Les mauvaises herbes des cultures
Les champignons ou encore les bactéries
Les fongicides responsables aux phyto-maladies
Les insectes. Dans ce cas, les insecticides *Les organochlorés
interviennent en les éliminant ou en * Les organophosphorés
Les insecticides empéchantleur reproductionDifférents * Les carbamates
types existent : * Les pyrethroides
les neurotoxiques, les régulateurs de * Lestriazines
croissanceet ceux agissant sur la * Les urées- substituées
respiration cellulaire
Les acaricides Les acariens
Les nématicides Les nématodes
Les rodenticides Les rongeurs
Les taupicides Les taupes
Les molluscicides Les limaces et les escargots
essentiellement
Les corvicides Les oiseaux ravageurs de culture et
Les corvifuges surtoutLes corbeaux

4. Utilisation des pesticides :
v' Contexte mondial :

Les données disponibles pour appréhender I’utilisation des pesticides sont généralement
basées sur les chiffres de vente des principales sociétés phytopharmaceutiques. Ces chiffres
nereprésentent pas les consommations réelles du fait des stockages ou déstockages effectués par les
utilisateurs ainsi que des exportations ou importations vers d’autres pays. Ils traduisent parcontre une
diversité des utilisations, certes agricoles pour la plupart, mais également domestiques (jardins)
(Aubertot et al., 2005).

Le marché mondial des pesticides a atteint pres de 11 milliards de dollars en 2000 et
globalement augmenté depuis cette date pour atteindre prés de 30 milliards dedollars en 2008.

12
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En Amérique du Nord, les pesticides sont présents dans 82 a 90% des ménages, avec en
moyenne au moins 3 a4 produits différents, dont 75% sont des insecticides utilisés dans la maison et
22% des produits de jardins (ORP, 2008).

Depuis les années 60, les pesticides et les engrais ont permis de multiplier la
productivitéagricole mondiale par trois. Malgré ces traitements, les pertes occasionnées par les
ravageursaux cultures telles que le mais représentent encore pres de 30% en Europe et 50% en
Afrique.

v" Contexte national :

En Algérie, la consommation des pesticides esten constante augmentation, elle est de6000 a
10000 Tonne/an et la commercialisation de ces produitsne cesse d’augmenterd’année en année.

En termes de qualité, la consommation des pesticides, en Algérie, différe selon les régions
du pays. En effet, I’Ouest est considéré comme la région la plus consommatrice des fongicides et des
insecticides, elle est par contre la moins utilisatrice des herbicides.

Dans larégion Centre, les insecticides sont plus utilisées que les fongicides et |esherbicides.

Il en est de méme dans la région Est ou les données sont similaire a la région Centre (inspection
phytosanitaire Constantine.,2016). (Tableau 3-4).
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Tableau 3 : Les herbicides homologués sur céréales et Iégumineuses utilisés en Algérie(inspection
phytosanitaire Constantine ,2016) :

Mauvaises

Mauvaises

Spécialité commerciale Cultures . Dose ek . Cultures . Dose
herbes visées Spécialité commerciale herbes visées
1525
SAI_T2.4DIMETHYL—AMINE Céréales Dico 8.h7;1 liha(sols
GESAGARDFW Légumineuses D.A Iégers)
AGRISTAR 75 WG Céréales Dico 7530 254  lha
g/ha (sols lourds)
AKOPIC 240 EC Blédur/Blétendre | Mono 0251/ha | GLYPHOS320 SL Cacdes  pré- | AAbisannudle |, g\
moisson s/pérennes
APYROS Cérédles DA 265gha | GLYPHON 360 Caddes  pre- | AAbisannuelle | g\
moisson s/pérennes
AXIAL 045 EC Orge Mono 0713 | 5 yvpHON 480 Caddes  pré- | AAlbisannudle | gy
I/ha moisson s/pérennes
- 325-
BLAST C’ereal.eﬁl . Dico 1250mi/h | HERBALINE Légumes secs Adventices 15-251/ha
|égumineuses/soja a
- . HUSSAR EVOLUTION | Céréales D.A 1l/ha
BASAGRAN Céréales Dico Z-4lha || \VECTRA 24D Céréales Adventices 1i/ha
BERITYL 70 WG Cérédes Dico ;’2;25 LATON Cérédes Dico 1l/ha
- . 70mi-1 -
BLENET Cérédes Dico ha HUSSAR EVOLUTION | Céréales D.A 1l/ha
BOXER Céréales D.A 451ha | oLYMPUSFLEX E.'r? e dur/BIE |\t ono 250 gha
BRUMBY 80 EC Blé dur/Blé tendre Mono 0.751/ha (E)\'XI/EROUS SUPER 7.5 Cérédes Adventices 1l/ha
- . 0.25 . .
BUZzZ Cérédes Dico kg/ha PALLAS 450D Blés Adventices 051/ha
CALLIOFOP Cérédes Adventices 2.5-31/ha | RAPID 750 DF Blé/Orge Dico 12.5g/ha
COSSACKOD Cérédes D.A 1l/ha RAVINOL 80 EC Cérédes Dico 0.75-1 I/ha
DAMINE 600 Cérédes Dico 1l/ha SANSAC Cérédes Adventices 1l/ha
DESORMONE LOURD D Cérédes Dico 0.7-11/ha | SEKATOROD Blés Adventices 150 mi/ha
DIALEN SUPER Cérédles Dico 0.75-1 TIFON Cérédles Adventices 70-100
I/ha mi/hl
Cérédles (BD, 07509
DILOXAN 36 EC Cérédes Adventices 25-31/ha | TOPIK 80 EC BT, Seigle, | Mono I/.ha '
Triticale)
Blé&/Triticale Mono 0.251/ha | TRAXOS Cérédes Mono 0.9-1.31/ha
DISCOVER . . 625-750
Seigle Mono 0.31/ha TREFLODATE 48 EC Légumes secs Dico mi/ha
. A.A/bisannue - :
DISS STOP Céréales ) 151/ha ZELAMIN 60 SL Céréales Adventices 1l/ha
|les/pérennes
DOPLER PLUS 310 EW Cérédes Mono 15-21/ha
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Tableau 4:les herbicides les plus utiliser en Constantine(l nspectionphytosanitaire Constantine
.,2016).
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5. Comportement et devenir des pesticides dans I’environnement

Lors de I’application, qui s’effectue généralement sous forme de «spray», une grande partie
du produit n’atteint pas I’organisme cible. 1l y a alors gaspillage du produit chimique, diminution de
I’effet et risque de pollution de I’air, du sol et des eaux (Figure 1). Plusieursrecherches consacrées a
la dispersion des pesticides dans I’environnement ont prouvé laprésence de ces produits dans
plusieurs points de la biosphére qui n’ont subit aucun traitement (Schomburg et al., 1991 , Gregor et
al., 1989). Le devenir des pesticides dans I’environnement est contr6lé par de nombreux phénomenes
physiques, chimique, et biologique. Les processusresponsables de ces transferts sont la volatilisation,
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la dérive, larétention, le lessivage et |e ruissellement. Les processus de dégradation jouent également
un role important devenir des pesticides dans I’environnement et la dégradation peut prendre de
guelques heures a plusieurs années selon les conditions environnementales et les caractéristiques
physicochimiques du pesticide (Roche, 1998).

L e transport des produits phytosanitaire est gouverné par quatre facteurs majeurs :

v’ Les propriétés chimiques du produit: solubilité dans I’eau, ionisation, volatilité, persistance
dans le milieu, présence ou I’absence de groupes réactionnels, ...etc.

v’ Les propriétés du sol : structure, type et quantité d’argiles, pourcentage de matiere
organique, pH, taux d’humidité, faune et flore, ...etc.

v Les conditions et le type d’application : taux d’application, surface traitée, nature de la
cible, nature de la formulation, moment d’application,... etc.

v Les conditions climatiques et hydrogéologiques: intensité et fréguence de la pluie,
température du sol, profondeur de la nappe, ...€tc.

Photolyse '.'Q,
Vent Je i

# . YVolatilisation i b
it oy Ruisselement
Absorptionpars
lesplantes | o 4 dsorption/désorption T

Figure 1 : Processus de dissipation des pesticides dans I’environnement (Chafik,2002).
5.1. Processus de rétention dans le sol :

L’adsorption est un phénomeéne de surface par lequel les molécules se fixent aux particules
du sol. La quantité de pesticide adsorbée varie selon le type de pesticide, la nature du sol, le pH du
sol, ...etc. Les pesticides s’adsorbent facilement sur des sols riches en argile ou enmatiére organique.
L es pesticides adsorbés sont moins susceptibles de se vaporiser ou demigrer dans le sol. |ls sont auss
plus difficilement captés par les plantes.
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6. Impacts des pesticides sur I’environnement et la santé humaine :

6.1. Effets sur I’environnement :

Les pesticides sont prioritairement utilisés pour détruire ou repousser des insectes nuisibles
aux cultures et récoltes et/ou pour détruire les adventices. Leur emploi superficiel sur les mauvaises
herbes ou sur les cultures n'épargne pas le sol qui en recoit une bonne part. Les organismes vivants
des sols sont donc inévitablement en contact avec les pesticides. Ainsi, ces pesticides ou leurs
produits de dégradation peuvent avoir une action directe ou indirecte sur les organismes vivants du
sol (Columa, 1977; Calvet et al., 2005).

Les pesticides peuvent étre toxiques pour les microorganismes des sols. Dans ce cas,
I'activité microbienne est ralentie et on assiste a une sélection des microorganismes resistants aux
pesticides ou pouvant I'utiliser comme source de carbone. Cela se traduit par des régustements
microbiens pouvant étre associés a des modifications de caractéristiques physiologiques de la
microflore des sols et peut étre aussi a une diminution de la diversité des microorganismes (Columa,
1977 ; Barriuso et al.,1996 et Savadogo et al., 2007).

Généralement, les risgues attribuables aux pesticides sont cependant difficiles a circonscrire
vu le nombre élevé d’organismes vivants, leur sensibilité différente aux pesticides, la grande diversité
des milieux et des pesticides employés, ainsi que la difficulté de recenser |es effetsengendreés.

Certains cas liés aux effets de ces produits sur les communautés benthiques (Richardet al.,
2004),les amphibiens (Aubertot et al., 2005, Bérubé et al., 2005), les poissons (Gendronet al., 1997,
Dorval et al., 2005), les oiseaux et les mammiferes ont cependant été étudiés.

Des éudes récentes ont montré que les pesticides peuvent altérer les écosystémes
aguatiques(Schéfer et al., 2007),et certaines microflores qui sont essentielles a la fertilité des
sols(Downing et al., 2008).Aingi, lafertilité des sols peut étre ébranlée a travers la diminution voire
la disparition de certaines popul ations comme celles des lombrics(CPP, 2002).

6.2.Effets sur la Santé :

Les pesticides ont des effets nocifs sur les animaux et les plantes mais auss sur la
Santéhumaine. Ainsi, 15 a 20% de ces produits chimiques sont cancérigenes et la plupartsont des
perturbateurs endocriniens (Meyer et al., 2003 ; Viel et al., 1998).

L’exposition aux pesticides se caractérise par une multiplicité des voies d’exposition.
Eneffet, ces substances peuvent pénétrer dans |'organisme par contact cutané (absorption par |a peau),
par ingestion (absorption par la bouche) ou par inhalation (absorption par les poumons). (Aubertot et
al., 2005). Bien gue la connaissance des effets a court terme (toxicité aigué) soit en progression, les
risques along terme (toxicité chronique) restent difficiles a apprécier.
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L’essentiel des travaux sur le sujet concerne les populations professionnellement exposées
tels que les agriculteurs. Seules des études approfondies concernant généralement des enfants ont été
réalisées sur I’exposition domestique. Par ailleurs, les experts spécifient d'emblée que les résultats des
études réalisées aupres des populations a exposition professionnelle ne pourraient étre extrapolés ala
population générale du fait de I’importance et de la périodicité de ces expositions.

I11. Les herbicides
1. Définition :

Les herbicides sont appelés parfois désherbants, notamment en horticulture. Ce sont des
matieres actives ou des produits formul és ayant la propriété de tuer les végétaux (Coulibaly, 2005).

Ce sont des produits aux structures chimiques complexes. Chaque herbicide possede des
caractéristiques propres selon sa composition, son mode d’absorption, son effet sur la mauvaise herbe
et son élimination progressive. Cependant, bien que chague produit ait ses propriétés particulieres, les
herbicides d’une méme famille présentent des structures chimiques semblables et de nombreuses
caractéristiques communes (Edelahid, 2004).

Les herbicides permettent de supprimer ou de limiter le développement de plantes non
désirées et des mauvaises herbes. Ils peuvent étre sdectifs comme le 2,4-D ou non
sél ectifscommegramoxone (paraquate) et roundup (glyphosate). Ils agissent sur les « mauvaises
herbes » soit par contact en détruisant les parties de plante sur lesquelles ils sont déposés, soit par
pénétration et diffusion lorsqu’ils sont absorbés par les feuilles ou les racines et exercent leurs effets
toxiques sur I’ensemble du végétal (Fdil, 2004).

2. Classification et mode d’actiondes herbicides :

2.1.Classification :

Les herbicides exploités aujourd’hui sont d’origine minérale ou d’origine organique
(Perrinet al ., 1997). Mais I’épandage moderne fait principalement appel aux composés organiques
de syntheses. Chaque herbicide posséde des caractéristiques propres selon sa composition, son mode
d’absorption, son effet sur la mauvaise herbe et son élimination progressive (Edelahid, 2004).

Il n’existe pas de classification idéale, mais certaines peuvent étre mieux appropriées a tel ou
tel but (Gauvrit, 1996)(Tableau 5).

18



Synthese bibliographique

Tableau 5 : Principaux groupes d’herbicides (Document d’aide technique pour lesnormes directives
et objectif associés a la qualité deI’eau potable en Ontario, 2003).

Selon la voie de pénétration

Selon!lemoded’action

Selon les
chimiques

propriétés physico-

Herbicides a pénétration par les
organes souterrains

** |ls sont appliqués sur le sol, ils
pénétrent par les organes
souterrains des végétaux
(racines,

graines, plantules)

Inhibition de la photosynthése

Les triazines

**Ungroupe présente une structure
cyclique.

** Ce sont, en général, peu
solubles dansl’eau, ils possédent
une grande stabilité chimiqueet
sont assez fortement adsorbées sur
lecomplexe argilo-humique

Herbicides a pénétration foliaire
** ||s sont appliqués sur le
feuillage, ils pénetrent par les
organes aériens des végétaux
(feuilles, pétioles, tiges)

Inhibition de la synthése des
Lipides

Les acétamides

L’alachlore et le métolachlore. sont
tréssimilaires chimiquement du fait
d’ungroupement  commun  N-
COCH2CI et ils présentent une
forte solubilité dans I’eau et une
pression de vapeur plutét élevée

Herbicides de contact

** ||s agissent aprés pénétration
plus ou moins profonde dans les
tissus, sans aucune migration
d’un organe a un autre de la
plante traitée

Inhibition de la synthése des
acides amines

Les aryloxyacideslls sont
constituées d’un noyau benzénique,
naphténique ou anthracénique

Herbicides systémiques

** Ces herbicides capables d’agir
apres pénétration et migration
d’un organe a un autre de la
plante traitée

Perturbationde la régulation
de I’auxine

Les urées.

Ils sont thermosensibles et sont
facilement dégradées en iso
cyanates. L es urées sont assez
persistantes et se retrouvent assez
souvent dangles eaux.

Inhibiteur de la division
Cellulaire

Inhibiteur de synthese des
Caroténoides

Inhibiteur de synthese des
chlorophylles découplant

Perturbateurs de croissance

Les toluidines.

** ||s sont fortement adsorbés dans
le sol.

** Sa demi-vie par évaporation a
partir dessurfaces de sol humide ou
des eaux peuprofondes varie de
quelques heures a 50 heures.

Dans les années 1970-1980, de nouvelles familles d’herbicides a faible dose d’applicationse
sont développées, comme les sulfonylurées et les phosphonates (ayant des propriétésfongicides et
herbicides) (Fdil, 2004).
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Aujourd’hui on compte plus de 30 000 types de mauvaises herbes dans le monde etplus de
200 groupes d’herbicides permettant de les contrbler. Les herbicides représentent60% des ventes
totales mondial es de pesticides et 90% de ces produits sont utilisé enagriculture (Edelahi, 2004).

Ayant pour finalité la destruction des mauvaises herbes, |es herbicides présentent également

des risques pour I’environnement et la santé humaine Il est donc important d’en contrler son
utilisation ainsi que sa commercialisation (Gouver nement du Québec, 2002b).

2.2. Modes d’action des herbicides :

Les herbicides se distinguent par leur voie de pénétration et leur mode d’action dans les
végétaux (Amatrop, 2000).

2.2.1.Herbicides a penétration racinaire :
Appliqués sur le sal, ils pénétrent par les organes souterrains des végétaux (racines, graines,

plantules). Ce sont les traitements herbicides de prélevée, effectués avant la levée de la plante
considérée (culture oumauvaise herbe).

actions sur la photosynthése : triazines, diazines — uraciles, triazinones, uréessubstituées (Fdil,
2004).

= action sur ladivision cellulaire : toluidines.
= action sur I’élongation cellulaire : alachlore, métazachlore, métolachlor, etc.
= inhibition de la synthese des caroténoides : isoxaflutole, clomazone.

2.2.2. Herbicides a pénétration foliaire :

Appliqués sur le feuillage, ils pénetrent par les organes aériens des vegétaux (feuilles,
pétioles, tiges).Ce sont les traitementsherbicides de post-levée, effectués apreés la levée de la plante
considérée (culture oumauvaise herbe).

= actions sur la photosynthese : bipyridyles, diazines.

= actions sur les membranes cellulaires : dinitrophénols, benzonitriles,
= action sur ladivision cellulaire : carbamates.

= action sur I’élongation cellulaire : aryloacides, dérives picoliniques.
= action sur labiosynthese : acides aminés, lipides.

2.2.3. Herbicides de contact :

Herbicides qui agissent apres pénétration plus ou moinsprofonde dans les tissus, sans aucune
migration d'un organe a un autre de la plantetraitéeexemples : gluphosinate dammonium.
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2.2.4. Herbicides systémiques :

Herbicides capables d'agir aprés pénétration et migration d'un organe a un autre de la plante
traitéeexempl es glyphosate.

3. Devenir des herbicides dans les différents compartiments de
I’environnement:

3.1. Transport et dispersion des herbicides dans I’environnement :

Le transport et la dispersion des herbicides dans I’environnement(Figure 2) sont fonction de
leurs propriétés chimiques. La volatilité, la solubilité dans I’eau, la capacité a se fixer aux matieres
complexantes du sol (coefficient de partage carbone organique-eau (Koc)) déterminent le
compartiment dans lequel |e produit va se retrouver préférentiellement (hydrophobie, ou hydrophilie)
d'une molécule (Devez, 2004). Les herbicides migrent essentiellement verticalement. Avant
d'atteindre la nappe phréatique, plusieurs processus physiques, chimiques et biologiques complexes
interviennent le long du leur parcours (Ait-Sai, 1993). Les principaux modes de dispersion des
pesticides dans I’environnement sont :

La diffusion par infiltration entraine une contamination du sol au-dessous du site
d'entreposage. Elle peut provoquer la contamination des eaux souterraines et, s la diffusion se
poursuit, la contamination des eaux de surface (par exemple des lacs et des cours d'eau).

La dispersion sous |'effet du vent a pour effet de contaminer la surface de la zone proche du
site (dispersion éolienne).

La dispersion des pesticides par les eaux de ruissellement.
Lalixiviation dans les eaux souterraines et la dispersion dans le sous-sol. (FAO, 2000).

Certains pesticides sont transportés par le vent sous forme de particules, de vapeur ou de
gouttelettes, ce qui risque de les entrainer le long de grandes distances depuis leur source d’origine.
Par la suite, la pluie dépose ces contaminants sur le sol ou dans les cours d'eau, ou certains d'entre
eux saccumulent et se transforment (Desbor des, 2000).

3.1.1. Transport et dispersion dans le sol :

L’eau est le principal vecteur de migration des produits phytosanitaires et a ce transport par
I’eau se greffent des processus d’adsorption/désorption et des processus de dégradation, qui peuvent
freiner ou parfois accélérer la migration. Si le principe de la dose juste au bon moment n’est pas
respecté, et si les sols n’ont pas une capacité de rétentionsuffisante, il est admis que les herbicides
aient une grande probabilite d’étre entrainés par les eaux pluviales vers les cours d’eau et les nappes
d’eau souterraine (Desbordes, 2000 ;T. Ertli et al., 2004).

L esherbicides liquides sécoulent dans |e sol et se dissolvent dans|'eau du sol. Les herbicides
solides se dispersent tout d'abord depuis I'entrepdt a la surface du sol (par exemple sous I'effet du
vent ou du ruissellement) et risquent ensuite de Sinfiltrer dans le sol aprés dissolution dans les eaux
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fluviales. Dans les deux cas, les herbicides finiront toujours par se diluer dans I'eau du sol. La
concentration maximum d’herbicide dans le sol dépend de sa solubilité dans I'eau (FAO ,2000).

3.1.2. Présence des herbicides dans les eaux :

Un certain nombre d’actions préventives devrait étre entrepris, mais a priori n’évite pas la
présence des pesticides dans les milieux aguatiques pour |es raisons suivants:

* Les herbicides sont libérés dans le milieu par des utilisateurs variés, principalement
I’agriculture en termes de tonnage, mais aussi le secteur non agricole ou I’on reléve de nombreuses
situations a risques.

* Une importante cause de « fuite » d’un herbicide réside dans I’insuffisance des
précautions de manipulations. De plus sur le terrain, la nécessité du traitement, les climatiques
d’application, I’état et le réglage de I’appareil de traitement pésent également beaucoup dans les
guantités migrant vers les eaux.

» Les modes d’application liés aux produits, la capacité de rétention des terrains, les
protections naturelles (couverture de nappes, bordures de cours d’eau ...etc.), sont autant de facteurs
conditionnant le taux d’entrainement d’herbicides vers les eaux. A noter cependant que certaines
molécules seulement et leurs dérivés sont en pratique analysables dans les eaux ; de plus certains
herbicides ne sont pas quantifiables a des seuils suffisamment bas au regard des limites de qualité
environnementale ou sanitaire, et les incertitudes sont parfois fortes (de I’ordre de 30%)(F. Fdil,
2004).

%+ Présence dans I’eau potable :

La problématique de la contamination de I'eau, tant en milieu naturel qu'urbain, est ressortie
comme une des préoccupations majeures actuelles. Selon plusieurs groupes, I'eau potable est
constamment soumise a de multiples expositions aux pesticides, que ce soit par contact avec l'air, par
ruissellement ou ala suite des précipitations (Calvet, 2003 ; Perrin et al., 1997).

Les quantités trop élevées sont susceptibles de perturber le milieu aquatique ou de dépasser
les seuils admissibles pour la production d’eau potable. Les normes frangaises en vigueur concernant
le taux des pesticides dans les eaux sont conformes a la directive européenne n° 98/83/CE qui limite
la concentration maximale admissible (CMA) pour chaque substance 40,1 g.L™ (sauf pour I’aldrine,
le dieldrine, I’heptachlore et I’epoxydediheptachlore pour lesquelles la CMA est de 0,03 g.L™) et la
concentration totale en pesticides 20,5 g.L ™ (Flogeac, 2004 ; Fdil, 2004).

C’est pourquoi, actuellement, de nombreux travaux de recherche portent sur I’étude du

devenir des pesticides dans les eaux et les sols, ou sur les moyens de diminuer ces contaminations,
ainsi que sur la biodégradation de ces composeés (Flogeac, 2004).
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Figure 2 :Devenir des pesticides dans I’environnement(Lissalde, 2010).

IV. Les herbicides sulfonylurées
1. Définition :

Les sulfonylurées sont généralement caractérisés par une demi-vie relativement courte,
allant de quelques jours & 8 semaines, bien que dans certaines conditions climatiques et / ou
pédologiques (les climats secs, les sols acalins), ils peuvent durer plus longtemps et causer des
dommages dans la rotation des cultures (Blair et Martin, 1988).

Le premier herbicide sulfonylurée commercialisé fut le chlorsulfuron en 1981(Brown et
Cotterman,1994).Actuellement, la  famille des sulfonylurées est composée d’une
vingtained’herbicides développés principalement par Du Pont. Ces molécules sont caractérisées par
une activité herbicide a des doses trés réduites (10-100 fois moins que les herbicides
conventionnels)(figure 3), ce qui a permis leur introduction rapide sur le marché des herbicides
(Brown et Cotterman, 1994).
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Figure3 : le premier sulfonylurée de la classe des herbicides sulfonylurées(Hay, 1990).
2. Structure chimique des herbicides sulfonylurées :

La structure général edes herbicides sulfonylurées est présentée dans la figure 4 :

R ,»'K
»
SONHCONH—( )
! /
N —%
Y
Ayl Pont Heterocycle

Figure 4: Structure générale des sulfonylurées (Brown 1990).
GroupementRactivant:
CO,CHgs; NOgy; F; ClI; Br; SO,CHg; SCH3; SO2N (CHg),; CF3; CH3; CH,OCH3; OCF3;
Groupements non activant:

COOH, OH; X:CHg; Y:OCH3
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3. Activité herbicide et mode d’action des sulfonylureées :

3.1. Activité herbicide :

La structure chimique des sulfonylurées est composée de trois parties distinctes. groupement
aryle, pont et hétérocycle (Figure 4).

Chaque partie joue un réle trés important quant a I’action herbicide de la molécule. Une
action herbicide considérable est observée quand le cycle aromatique est ortho substitué (Brown,
1990).

Les sulfonylurées portant en position ortho un groupement avec un proton acide, par
exemple, groupement carboxylique ou phénolique ont engénérale une faible action (Brown, 1990),
Letableau 6 présente le niveau d’action de quelques benzéne sulfonyluréesortho-substitués. Les
sulfonyluréesqui contiennent un groupement aryle au lieu d’un phényle sont aussi des herbicides
actifs (Brown, 1990).

Tableau6: Effet de la substitution sur I’action herbicide des benzénes sulfonyluréesorthos-ubstitués.

R CO2CHs NO2 SO2CHs Cl COzH OH

) _ 1-2 4-8 8-16 8-16 >400 >2000
Niveau d’action?

(g ha)

A ‘taux nécessaire appliqué pour contréler plus de 70% des mauvaises herbes

Concernant I’hétérocycle, les niveaux d’action les plus importants sont observés quand les
sulfonylurées contiennent un groupement pyrimidin-2-yl ou 1, 3,5-triazine-2-yl. Dans tous les cas, le
maximum d’activité herbicide est obtenu quand le groupement hétérocyclique est substitué par des
groupements akyl ou alkoxy(Brown., 1990). Les niveaux d’action de quelques sulfonylurées avec
différents groupements hétérocycliques.

Les sulfonylurées avec un pont non substitué sont généralement les plus actives. Pour les
sulfonylurées dont le pont est substitue, I’action dépend énormément des groupements aryle et
hétérocycles constituant la molécule.

3.2. Mode d’action :

Aprés absorption, I’herbicidesulfonylurée migre dans les plantes sensibles, ou il inhibe
I’acétolactate synthétase (A.L.S), enzyme responsable de la biosynthese d’acides aminés essentiels.
L’A.L.S est présente uniquement chez les végétaux, ce qui explique, la forte phytotoxicité du produit
et safaible toxicité pour le regne animal en général, et I’lhnomme en particulier.

L’inhibition de I’enzyme A.L.S entraine, trés rapidement aprés application, un blocage de la
croissance des plantes sensibles et supprime donc toute compétition vis-a-vis de la culture. Des
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études ont montré que la transpiration et le métabolisme, chez les adventices, devenaient quasi nuls
quelques heures apres application de I’herbicide. On observe en effet, dans les jours qui suivent des
symptémes de jaunissement (chlorose) ou de rougissement (anthocyanose); ces symptomes précedent
la disparition des adventices, désactivation rapide chez les plantes tolérantes. Les temps de demi-vie
sont de 1 a 5 heures chez les plantes qui tolerent les sulfonylurées et de plus de 20 heures pour les
mauvai ses herbes vulnérables (Brown, 1990).

Les réactions de transformation qui expliquent la désactivation dans les plantes sont :
I’hydroxylation aliphatique et arylique suivie de I’hydrolyse de la fonction sulfonylurée, la rupture de
laliaison sulfonamide et la O-déméthylation. (Brown, 1990).

4. Propriétés physico-chimiques des sulfonylurées :

Les sulfonylurées sont des composes non volatils avec des pressions de vapeur inférieures a
10°mmHg. Ils ont tous un proton acide adjacent au groupement sulfonyle et se comportent ains
comme des acides faibles avec des valeurs de pKaallant de 3 a5 (Blair et Martin, 1988).

-SO»NH-CO-NH- ™ -S0O,-N--CO-NH-

Pour cette raison, leur solubilité dans I’eau a pH 7 est approximativement dix fois plus
grande qu’a pH 5 (Beyer et al., 1988).

V. Les ulfosulfuron
1. Définition :

Le sulfosulfuron(figure 5) est un herbicide de la société Monsanto, commercialisé sous
forme de plusieurs formulations commerciales tel que : Outrider, Attribut et Apyros qui se présente
sous forme de granulés a disperser dans I’eau et contenant 76.53% de matiere active (khelifaet al.,
2003).

Essentiellement, le sulfosulfuron, & I’instar de tous les herbicides du typesulfonylurées, agit

en inhibant I’acétolactatesynthase(ALS). Cette enzyme est essentielle a la synthese des acides aminés
aliphatiques(Agence de réglementation de la lutteantiparasitaire, 1999).

26



Synthese bibliographique

F B |

i c SO.C;He

SO NHCONH

e — _d

Figure 5 : Lastructure moléculaire du sulfosulfuron(Yaelet al., 2003).
2. Propriétés physico-chimiques :

L es propriétés physico-chimiques dusulfosulfuron sont présentées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Les propriétés physiques et chimiques du sulfosulfuron(Californiadepartment of
pesticide régulation, 2008).

Propriétés physico-chimique Valeurs
Etat physique Grain solide
Couleur Blanc cassé
Densité 1.55g/mi
Odeur Aucune
pH (1% solution) 4.46
Point d’ébullition 334°C
Point de fusion 181-184°C
Solubilité Soluble dans : méthyléne chlorique, acétone,
éthyle acétate
Coefficient de partition Moinsde 10 apH 5,7 et 9
Pression du vapeur <1x 10-7mm Hg a25°C
Corrosion Stable et non-corrosive pendant 14 jours a 54°C

3. Toxicité du sulfosulfuron :

Les types, les valeurs et les catégories de toxicité du sulfosulfuron sont présentéesdans le
tableaus.
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Tableau 8 : Toxicité du sulfosulfuron(Californiadepartment of pesticide regulation, 2008).

Type d’étude Les valeurs de Catégories de toxicité
Toxicité
Toxicite orale LD>5000mg/Kg v
Toxicité dermique L D>5000mg/Kg v
Inhalation LC>3mg/L Vv
Irritation primaire des yeux N/A [l
Irritation dermique N/A v
primaire Ce n’est pas un irritantDermique
Sensibilité dermique N/A Ce n’est pas un sensitifDermique
Mots signal N/A Caution

4. Rémanence du sulfosulfuron dans le sol :

Les études sur la biotransformation effectuées au laboratoire sur des sols des Etats-Unis ont
rapporté une accumulation maximale de I’herbicide correspondant & 21% de la quantité appliquée.
Toutefois, les études sur les sols du Canada indiquent que le sulfosulfuron est |égerement a
modérément rémanent dans e sol.

Les études sur I’adsorption et sur lessivage dans les sols ont été réalisées au laboratoire et
elles révelent I’existence d’un potentiel de mobilité. Par ailleurs, les études sur terrain sont organisées
de fagon a reproduire approximativement les conditions d’emploi réelles. Elles englobent notamment
I’intégration de tous les processus de dissipation, notamment par transformation et par transport. Il
n’est pas rare que des études sur terrain révélent un potentiel inférieur a celui observé dans les études
au laboratoire (Agence deréglementation de la lutte antiparasitaire. 1999).

VI1.L’herbicide APYROS

Depuis vingt années les herbicides appartenant au groupe sulfonylurés ont été
recommandées pour contrdle des mauvaises herbes dans les céréales d’hiver (Palm et Allison, 1980 ;
Admczewskiet al ., 1988).alafin du siecle dernier deux nouveaux herbicides de sulfonylurées a base
desulfosulfuron(Apyros 75 WG) et propoxycarbazone-soduim(Attribut 70 WG) ont été introduit dans
le marché polonais. Ces herbicide sont caractérisés par une grandes efficacité dans le contréle des
mauvaises herbes graminées, comprenant chiendent (Agropyron repens). Ainsi que certaines
mauvaises herbes a feuilles larges dans le blé d’hiver.

L’effet herbicide de I’herbicide Apyros 75 WG contre graminées et les mauvaises herbes
dicotylédones a été estimeé dans de nombreuses expériences de terrain. Aussi de nombreuses enquétes
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ont été réalisées sur le contrble de diverses espéces de mauvaises herbes a I’aide de I’herbicides
attribut 70 WG(Admczewskiet al., 2000).

1. Propriétés physico-chimiques :

Selon la fiche de sécurité élaboré par Monsato Europe N.V du produit commercial
«Apyros».

Les propriétés physico-chimiques de I’ Apyros sont présentées dans letableau.

NB : Ces données physiques sont des valeurs types basées sur le produit testé mais peuvent

varier d’un échantillon a I’autre.

Tableau 9 : Propriétés physico-chimiques de I’ Apyros(Monsato Europe N.V,2014).

Couleur / gamme de couleurs Blanchatre
Odeur Inodore
Forme Granulés, (fluide)
Point d’ébullition Non applicable
Propriétés explosives Pas de Propriétés explosives
Propriétés oxydantes Néant
Densité 0,550 g/ cms
Solubilité Eau : soluble
Ph 5,5; 109/l
Coefficient de partage n-octanol/eau Log pow :< 1 (sulfosulfuron)

2. Composition de I’herbicide Apyros :

La composition de I’herbicide Apyros(annexe6) est présentée dans leTableau 10, selon la
fiche de sécurité élaborée par Monsato Europe N.V.2014.

Tableau 10 : Lacomposition de I’ Apyros(Monsato Europe N.V, 2014).

Composants % pondéraux (approximatif)
Sulfosulfuron 75
Support inerte 16
Ingredients mineurs de 9
Formulation

1-(4,6-diméthoxypyrimidin-2-yl)-3
Principe actif (ethylsulfonylimidaso(1,2-a)pyridine-
3ylsulfonyl)- urée
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3. Usage et dose appliqué de I’herbicide Apyros :

L’usage et la dose appliquée du produit commercia « Apyros » sont présentés dans
le(tableaull)Selon lafiche de securité élaboré par Monsato Europe N.V.2014 .

Tableau 11 : Usage et dose appliquée de I’herbicide ApyrosMonsato Europe N.V. 2014.

Usages homologués Doses

Céréadles: Herbicide Anti-Brome, lutte 26,5 g/ ha. A partir du stade (2-3 feuilles

contre I’autre adventicegraminée du brome) jusqu’au stade (2 nceuds du
(Phalaris, folle avoine, chiendent, blé). APYROS s’emploi obligatoirement

repousses d’orge, ...etc.) et certaines en mélange avec un agent mouillant non
dicotylédones (gaillet, matricaire, ionique(Genamin T-200 BM) aladose de
moutarde des champs, ravenelle. 200CC /hl de bouillie.

VII. Processus de dégradation des pesticides

Des leur application, les pesticides sont soumis a des processus de dégradation abiotique
(physico-chimiques) ou biotique (biologiques). Les processus de dégradation abiotiqueplus courants
sont I’hydrolyse, I’oxydation, la réduction, la décarboxylation, I’isomérisation etla photodégradation.
La biodégradation des pesticides peut étre aérobie ou anaérobie etconduit a la production de
métabolites jusqu’a la minéralisation (Cali., 2000).

La représentation des cinétiques de dégradation des pesticides dans I’environnement
estGénéralement fondée sur une loi de décroissance exponentielle avec un pas de tempsournalier, ou
la vitesse est donnée par le temps de demi-vie (DT50). La DT50 est unepropriété déterminée en
laboratoire en conditions standardisées et au champ dans le cadre dela procédure d’homologation des
pesticides.

La dégradation des herbicides s'accompagne de |“apparition de métabolites, avec
changement de la structure chimique, ce qui provoque des modifications de leur toxicité et de leur
comportement dans les sols par rapport a celui de la molécule mere. Les réactions de dégradation
sont sensibles a différents paramétres environnementaux et dépendent de la structure chimique des
pesticides. Les voies de dégradation prédominantes dans chague compartiment de |”environnement
sont présentées dans la (figure 6).
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Figure 6: Taux de transfert des produits phytosanitaires hors de la parcelle agricole (Robert et al .,
1996).

1. Dégradation abiotique :

La dégradation abiotique correspond a une dégradation physique ou chimique du produit
sans intervention de la biomasse. Les principal es réactions sont dues :

v au soleil : les rayons incidents, notamment les rayons ultraviolets, ménent ala photolyse.

v'al’eau : les principales réactions sont I’hydrolyse, I’oxydation (principalement dans les eaux
de surface) et laréduction dans les eaux anaérobies et en profondeur dans les sédiments.

v/ aux particules solides du sol : les particules d’argiles ou les acides humiques peuvent
catalyser des réactions telles des complexassions ou des polymeérisations.

L’ensemble de ces processus est influencé par des facteurs environnementaux tels que la
température, le pH, les conditions d’oxydoréductions (présence d’oxygene...€tc.).

2. La Biodégradation :

Cette dégradation a pour origine I’activité des microorganismes, le pesticide étant utilisé
comme substrat nutritif et dégradé grace a des enzymes. Généralement la biodégradation est plus
importante que la dégradation abiotique, exception faite des pesticides récalcitrants. Il est important a
ce stade de souligner que I’activité des microorganismes est importante notamment dans les premiers
centimetres du sol (Calvet et Charny, 2002).

Les deux voies principales sont :

> le métabolisme : le pesticide est utilisé comme source d’énergie unigue ou partielle.
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> le Co-métabolisme : le pesticide ne peut étre utilisé directement comme source de carbone ;
ce mécanisme nécessite I’association de plusieurs souches complémentaires (et la présence d’un Co-
substrat) ; ce phénomeéne est lent et peut étre inachevé.

L’importance relative des phénoménes est déterminée par des facteurs édaphiques tels la
température, le pH, I’humidité, I’aération et la fertilité. Toutefois un mécanisme peut étre privilégié
ou voir sa cinétique augmenter par I’utilisation répétée d’un pesticide sur un méme sol : on parle
alors d’adaptation de la population microbienne (qui peut conduire a la sélection d’une souche
privilégiée) (ECRIN, 2002).

3. Persistance :

Initialement, la notion de persistance a été utilisée pour les pesticides ; elle refléte la capacité
de lasubstance a ne pas €étre atérée par des processus physiques, chimiques et biologiques. «
Lapersistance correspond donc a la stabilité des composés dans I’environnement, a leur résistance a
une décomposition ou a une transformation dans la nature ». Il est important de souligner que les
composeés issus de la dégradation d’une substance initiale et ne pouvant étre detruits dans la nature
sont aussi considérés comme persistants mais persistants secondaires voire tertiaires. On fait par
ailleurs une différence entre la persistance voulue et non désirée, dans le sens ou la persistance non
désirée induit un effet au-dela du temps prévu initidlement (typiques des composés organiques
chlorés comme le DDT). Cependant « il n’existe pas de mesure absolue de la persistance des
composés. » On s’appuie plus sur des comparaisons entre différents composés. On s’aide alors des
caractéristiques physicochimiques liées a la stabilité ou la réactivité des substances (comme la vitesse
de réaction, le temps de demi-vie). (Bliefert et Perraud, 2001).

4. Produits de dégradation :

Une fois entrés dans I’environnement, la connaissance des produits de dégradation formés
par les pesticides devient tres importante afin d’évaluer leur toxicité pour la santé de I’homme et
I’environnement (Zamy et al., 2004). En général les produits de dégradation sont moins toxiques que
leurs composés parents (Day et al., 1990), sauf pour certaines exceptions ( Lanyi et Dinya, 2005).
Cela s’explique de plusieurs facons : le produit dégradé peut représenter la partie active du composé
parent et peut étre ainsi plus toxique pour I’environnement ou alors le produit de dégradation
s’accumule en quantité plus importantes dans I’environnement ce qui le rend plus toxique que son
compose parent.
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L’évaluation de la toxicité des produits de dégradation de pesticides est récente. Il n’existe

que peu d’études et de données sur les produits de dégradation des pesticides, il est donc difficile de
tirer des généralités sur leur toxicite.

L’analyse des produits de dégradation est rendue difficile par leurs faibles concentrations
dans le milieu et I’analyse de composés inconnus n’est pas aisée(Sinclair et Boxall, 2003).
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1. Enrichissement et isolement des microorganismes tolérants et dégradants
I’herbicide Apyros :

1.1. Prdéevement des échantillons:

Les échantillons telluriques utilisés dans cette étude, ont été prélevés a partir d’un sol
agricole traité par I’herbicide Apyrospendant plusieurs années, de la région d’Ain-Alkarma, Par la
méthode de Pochon et Tradieux (1962), apres avoir écarté les cing premiers centimetres de sol, une
quantité suffisante de terre est préevée, jusqu’a 10 centimeétresde profondeur, de plusieurs endroit
de ce sol, Puis déposée a I’aide d’une spatule stérile sur une feuille d’aluminium stérile. Aprés un
premier tri, écartant les pierres et les débris végétaux, |es échantillons sont récupérés dans un flacon
stérile, puis transportés au laboratoire ou sont immédiatement anal ysés.

1.2. Mesure du pH des échantillons:

Cette mesure est réalisée des I’arrivee du prélevement au laboratoire. Par la technique de
Pochon et Tradieux (1962), qui consiste a déterminer la valeur du pH d’une suspension de sol en
eau distillée (5g de sol dans12,5 ml d’eau distillée).

1.3. Milieux et réactifs:

L’herbicide Apyros a été obtenu a partir des revendeurs des produits phytosanitaires d’El
khroub Constantine.

Le milieu MSM minima salt meduim (annexel) contenant I’herbicide Apyros comme
seule source de carbone et d’énergie, est utilisé pour I’isolement des bactéries résistantes et
dégradantes de cet herbicide (Ying. H et al., 2011).

Les milieux gélose nutritif GN et OGA (annexel)sont utilisés pour le repiquage des
colonies isolées.

1.4. Méthode d’isolement

Deux gramme de sol pollué par I’herbicide Apyros sont ajoutésdans un erlenmeyer de 250
mL contenant 100mL du milieu MSM, supplémenté par I’ Apyros comme seule source de Carbonne
et d’énergie a une concentration de 25mgy/L.

L’incubation se fait a30°C, sous agitation (180 tours/minute) pendant 7jours. Aprées cette
période, Dix millilitres de la culture d'enrichissement sont transférés a 100 mL du milieu MSM
frais, contenant 50 mg/L Apyros et incubés pendant 7 jours.

L’enrichissement a duré environ 4 semaines en augmentant progressivement la
concentration initiale de I’ Apyros jusqu’a 200 mg/L.
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Pour chaque tour d’enrichissement des prélevements sont effectués, puis ensemenceés sur
le milieu MSM solide additionné d’ Apyros comme SSCE et incubés a30°C pendant 3 jours (3 boite
pour chaque tour) pour sélectionner |es souches tolérantes a chague concentration.

la culture d'enrichissement final est diluée en série de dilutions décimales (jusqu’a 107), et
ensemencée sur le milieu MSM contenant 100 mg/L Apyros comme SSCE et 1.8% agar
(annexel).Les boites sont incubées a 30°C pendant 3 jours (Ying.H et al., 2011).

1.5. Purification des souchestolérantes de fortes concentration de
I’herbicide Apyroset capables de I’utilisercomme SSCE :

Les colonies obtenues du dernier enrichissement (200 mg/L d’Apyros) et ayant une bonne
croissance sur le milieu MSM solide additionné de I’herbicide Apyros comme SSCE sont repiquées
et purifiées sur le milieu GN (annexel)pour les colonies bactériennes et sur milieu OGA (annexel)
pour les colonies de moisissures.

2. Conservation des souchesisolées

Les souches bactériennes isolées sont conservees sur milieu GN(annexel), en gélose
inclinée par ensemencement en stries, apres incubation a 30 °Cpendant 24 a 72heures, les cultures
sont conservees a4°C.

Lessouches de champignons sont ensemencées sur milieu PDA(annexel), en gélose
inclinée, aprés incubation a 28 °C pendant 7 jours, les cultures sont conservées a 4°C.

Un repiquage est réalisé tous les deux mois(Bourdon.J et Marchal.N., 1982).

3. ldentification présomptives des souchesisolées:
3.1. Identification des bactéries

3.1.1. Observation macroscopique:

L’observation de I’aspect macroscopiqure des colonies isolées permet d’effectuer une
premiére caracterisation, avec une orientation possible des résultats au cours de I’identification.

D’apres(Joffin et Leyral, 2001), les élement d’identifications macroscopiques sont :
Laforme des colonies : punctiforme, irrégulieres,...etc.
Lataille des colonies par lamesures du diamétre : petite ; moyenne ou grande taille.
Lapigmentation : couleur de la colonie.
L’élévation : bossue, convexe, plane.
L’opacité : opaque, transducides, transparente
Aspect : lisse, rugueuse, seche.
L aspect macroscopique des colonies purifiées sur le milieuGN est noté.
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3.1.2. Observation microscopique:

L’observation de I’aspect microscopique des colonies obtenue est effectuée par I’examen a
I”état frais et la coloration de Gram.

> Examen al état frais:

L'état frais est une étape qui permet de mettre en évidence la forme des bactéries ainsiQue
le type de leur mobilité et leur regroupement (Bousseboua H., 2002). L’observation est réalisée
comme suit :

Une petite goutte d’eau distillée stérile est déposée au centre d’une lame stérile ; une partie
d’une colonie bactérienne pure est prélevée a I’anse et dissociée dans la goutte ; une lamelle stérile
est ensuite appliquée sur la goutte en évitant la formation de bulles d’air; I’observation
microscopique est réalisée a I’objectif X40 puis X100, (Joffin et Leyral, 2005)

» Coloration de gram:

La coloration de gram est réalisée selon la méthode classique (annexeb).
3.1.3. Caractérisation biochimique:

Test Mannitol mobilité:

Les tubes mannitol (annexe2) sont ensemences par piqure centrale a I’aide d’une pipette
pasteur, puis incubés & 30° C pendant 24h, I’utilisation du mannitol se manifeste par le virage de la
couleur de I’indicateur de pH, du rouge au jaune et la mobilité se manifeste par un trouble toute au
tour de lapiqure centrale (annexed). (Joffin et Leyral, 2006).

TestdeTSl :

La gélose TSI(annexe2) permet la mise en évidence rapide de la fermentation du lactose,
du glucose (avec ou sans production de gaz), du saccharose et la production de la sulfure
d’hydrogéne (HS). L’utilisation de I’un des sucres contenus dans le milieu se traduit par une
acidification (virage au jaune du rouge de phénol) (annexed). L ensemencement du culot se fait par
piqure centrale, la pente par des stries serrées. L’incubation se fait a 30 °C pendant 24h (Joffin et
Leyral, 2006).

Utilisation de Citrate comme seule sour ce de carbone:

La pente du milieu Citrate de Simmons(annexe2) est ensemencée par des stries a I’aide
d’une pipette pasteur, puis incubées a 30 °C pendant 24h.

L utilisation de citrate comme seule source de carbone se traduit par un virage de couleur
du vert versle bleu(annexed). (Joffin et Leyral, 2006).
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Test Clark et Lubs:

Le bouillon Clark et Lubs(annexe2) permet I’étude des produits de fermentation du
glucose et la différentiation entre les fermentations acides mixtes et butanediolique.

Les tubes de milieu Clark et Lubs sont ensemencés pour chaque souche et incubés & 30°C.
Aprés 24h d’incubation, on ajoute dans un tube quelques gouttes de rouge de méthyle (une
coloration rouge indique que la souche est RM ™) et dans I’autre tube quelques gouttes de chacun
des réactifs: VP1 et VP2 (une coloration rouge indique que la souche est VP +) (annexed). (Joffin
et Leyral, 2006).

L’ hydrolyse de I'ureée :

L’uréase est une enzyme qui hydrolyse I’urée et conduit a la formation d’ammoniac et de
dioxyde de carbone. En solution, le produit final de la réaction est le carbonate d’ammonium qui
acainise le milieu selon larection suivante :

CcO (NH2)2+ H,O - 2NH3z+CO,

COx+2NH3 + 2H,0 - COs3 (NH4)2

Le milieu urée indole(annexe?) est ensemenceé puis incubés a 30 °C pendant 24h. La
présence de I’uréase se traduit par une coloration rose a rouge violacée (annexe4). (Joffin et
Leyral, 2006).

Production de I’indole a partir du tryptophane :

Le milieu peptone exempt d’indole (Annexe2) permet la mise en évidence de la
dégradation de tryptophanes en indole gréce a tryptophanase.

La culture est ensemencée sur des milieux riches en tryptophane (eau peptone exempte
d’indole) puis incubés a 30 °C.

Aprés 24h d’incubation, I’indole produit est révélé par un réactif spécifique (Kovacs), en
produisant un anneau rouge (annexed). (Joffin et Leyral, 2006).

Recherchedela catalase :

La catalase est une enzyme catalysant la dismutation de I’eau oxygénée (peroxyde
d’hydrogéne), selonlaréaction suivante :

2H,0, - O, + 2H,0

Elle est mise en évidence par contact de la culture avec une solution fraiche d’eau
oxygénée. Pour chaque souche, une goutte d’eau oxygénee est placée sur une lame stérile, sur
laquelle quelques colonies sont réparties. Un dégagement gazeux abondant sous formes de mousse
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ou de bulles d’air traduit la décomposition de I’eau oxygénée sous I’action de la catalase (Joffin et
Leyral, 2006).

Recherche de I’oxydase :

Les bactéries possédants I’oxydase peuvent oxyder le diméthyl-paraphénylene diamine.
Pour mettre en évidence cette enzyme, un disque d’oxydase imprégné de diméthyl-paraphényléne
diamine est sous mis en contacte avec la culture bactérienne. La lecture se fait aprés 30 secondes.
La présence d’une coloration rose pale a violet traduit I’oxydation de diméthyl-paraphénylene
diamine (Joffin et Leyral, 2006).

Production des pigments sur lesmilieux King A et King B :

Les milieux King A et King B permettent de différencier entre les especes du genre
Pseudomonas, par la mise en évidence de la production de pigment specifique (pigment bleu sur le
milieu King A et pigment jaune-vert fluorescents sur le milieu King B (Annexe2).

La pente des milieux est ensemencée par des stries a I’aide d’une pipette pasteur,
I’incubation est réalisée en aérobiose &30 C pendant 24h (Joffin et Leyral, 2006).

3.1.4. Caractérisation physiologique:

Détermination du typerespiratoire

Le milieu utilisé est la gélose VF (viande-fois) (annexel), coulée dans des tubes a essais.
L’effilure d’une pipette pasteur stérilisée par flambage, est plongée dans une suspension de la
bactérie a étudier, 1I’inoculum est transporté dans le fond du tube puis on remonte la pipette en
décrivant des tours de spires tres serrés en prenant soin de ne pas aérer le milieu. L’incubation se
fait a37°C durant 24 H.

3. 2. Identification des moisissures

3.2.1. Observation macroscopique des moisissures :

La determination de I’aspect macroscopique des coloniesest faite directement sur la
géloseOGA, en observant la face et |e revers des boites. lls “‘agit de la détermination de laforme, la
taille, lacouleur, le contour et latexture de la souche(Botton et al. 1990), comme suit:
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a) Texture
-laineuse : mycélium aérien abondant
-duveteux : mycélium aérien court
-poudreux : mycélium aérien produisant de nombreuses conidies créant une surface
d'apparence poudreuse semblable a du sucre ou de lafarine
-glabre : mycélium aérien peu abondant avec surface lisse
b) Topographie: plane, surélevée, cérébriforme, avec stries radiales
c) Couleur : surface, revers, pigment diffusible
-brun, gris, noir = champignon dématié
-blanc ou autre couleur (rouge, vert, jaune, mauve, etc.) = champignon hyalin
d) Vitesse de croissance (diamétre de la colonie a 7 jours)
-rapide: >3 cm
-modérée: entrel et 3cm
-lente: <1cm

3.2.2. Observation microscopique desmoisissures::

v Méthodedirecte:

Un fragment de la colonie est prélevé a I’aide d’une anse de platine et déposé sur une
lame porte-objet dans une goutte de colorant lactophénol, puis recouvert avec une lamelle couvre-
objet qui fait écrasée la préparation.

L’observation est réalisée sous microscope optique a différents grossissements (40X)
(Botton et al., 1990, Chabasseet al., 2002).

v Méthode de Ruban adhésif :

Un petit morceau du ruban adhésif est appliqué par la face collante sur la colonie puis
déposé sur une lame porte-objet. Puis observer au microscope a I’objectif (x40) (Joffin, 2013).

4. Préparation desinoculums des souches sélectionnées :

Deux colonies obtenues du dernier enrichissement (200 mg/L d’Apyros) et ayant une
bonne croissance sur le milieu MSM additionné d’Apyros comme SSCE sont sélectionnées pour
des études plus approfondies.
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4.1. Préparation de I’'inoculum géneéral

Les souches sélectionnées sont ensemencées sur GN, aprés incubation a 30°C pendant 48
heures, le contenu de chaque boite est raclé a I’aide d’une ance de platine, puis mis en suspension
dans des tubes de bouillon nutritif, cette suspension constitue I’inoculum général.

4.2. Préparation de I’inoculum lavé

50 ml du milieu liqguide BN (annexel) sontinoculés par cing millilitres de I’inoculum
général, et incubés sous agitation (180 tpm) a 30 °C pendant 48 heures.

Apresincubation, la culture est centrifugée a 5000 tpm, pendant 30 minutes. Le surnageant
est écarté et le culot est lavé deux fois a I’eau distillée stérile puis repris dans 50 ml de milieu MSM,
cette suspension constitue I’inoculumlavé.

Pour chaque souche, I’inoculum lavé est préparé de telle maniére a obtenir unedensité
optique égale a 1 pour une longueur d’onde de 600 nm.

5. Etude, in vitro, de la cinéique de dégradation de I’herbicide Apyros par les
souches séectionnées

La cinétique de dégradation de I’herbicide apyros par les souches sélectionnées est étudiée
in vitro, par spectrophotométrie. Pour cela, 10 ml de I’inoculum lavé de chaque souche sont
inocul és dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml du milieu minérale liquide, additionné de
I’Apyros comme SSCEa une concentration équivalente a la dose recommandée (100mg/L), puis
incubés sous agitation (180 tpm) a 30 °C, pendant 10 jours & Toutes les expériences sont réalisées
en double.

Un contrdle négatif non inoculer est préparé dans les mémes conditions, pour contréler la
dégradation non biologique de I’herbicide.

Pour chague souche, des prélevements périodiques sont effectués a un intervale de 48
heures, pendant 10 jours.

Pour estimer |a croissance bactérienne, la densité optique est mesurée a 600 nm pour
Chaque prélévement.

Pour suivre la dégradation de I’ Apyros, Chaque est centrifugé a 5000 tpmPendant 30 min.
Le surnageant est conservé a-20°C, pourune anal ysespectrophotomeétrique ultérieur.

5.1. Mesuredela densité bactérienne

La variation de la densité bactérienne au cour des 10jours d’incubation est déterminée par
spectrophotomeétre d adsorption moléculaire UV 1280 (SHIMADZU) Visible a une longueur
d onde de 600 nm.
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5.2. Mesure de la variation de la concentration de I’herbicide Apyros
(sulfosulfuron) au cours du temps d’incubation :

Courbe d’étalonnage :
Une courbe d’étalonnage de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) est réaisee entre
I’absorbance et différentes concentrations de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) (5, 10, 25, 75 et
100mg/L) dans I’eau distillée.

- La variation de la concentration de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) au cours du temps
d’incubation est estimée par mesure de la densité optique des surnageants de cultures des souches
sélectionnées (X2 et X3) sur MSM plus Apyros comme SSCE par spectrophotomeétred” adsorption
moléculaire UV 1280 (SHIMADZU) Visible a une longueur d onde 255 nm.
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Résultats et discussion

Résultats

1. Enrichissement et isolement des microorganismes tolérants et
dégradantsl’herbicide Apyros.

1.1. Caractéristiques et pH de I’échantillon :
L’échantillon tellurique est constitué d’un sol argileux, riche en humus, de couleur marron
Foncé anoir, de pH alcain (8,22).

1.2. Isolement et sélection des souches résistantes a I’herbicide Apyros a différentes
concentrations.

Pour chaque tour d’enrichissement, des prélévements sont effectués, puis ensemencé sur le
milieu MSM solide additionné I’ Apyros commeSSCE et incubés en 30°C pendant 3 jours (3 boites
pour chaque tour). Les résultats sont représentés dans le(tableau 12).

Tableau 12 : Dénombrement des colonies isolées de différentes concentrations de I’herbicide
Apyros.

Période [Concentratio Nombres des coloniesPar boites Nombres des boites
D’incubatior d’Apyros (mg qui présentent
(jour) /L)] une croissance
microbienne
01 02 03

7 25 256 192 221 3/3

14 50 0 0 32 13

21 100 0 0 28 /3

28 200 75 62 48 3/3

1.3 Purification des souches tolérantes de fortes concentrations de I’herbicide Apyros
et capables de I’utilisercomme seule sour ce de carbone et énergie:

La culture d'enrichissement finale est diluée en série de dilutions décimales (jusqu’a 10°),

et ensemencée sur le milieu MSM contenant 100 mg/L Apyros comme SSCEet 1.8% agar
(annexel).Les boites sont incubés a 30°C pendant 3 jours Ying.Hetal.,(2011).

42



Résultats et discussion

X1X2

X3X4

X5X6

Figure07 : Aspect macroscopique des colonies isoléesdu dernier enrichissement.
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Les colonies présentant une bonne croissance sont repiquées sur le milieu GN(annexel)
pour les bactéries et sur OGA (annexel) pour les moisissures. L’aspect macroscopique des souches

isolées est représenté sur la (figure 07).

2. ldentificationpr ésomptive des souchesisolées :

2.1. ldentification desbactéries:

2.1.1. Aspect macroscopique :

La description morphologique des souches bactériennes isolées et purifiées sur milieu GN

est représentée dans letableaul3 :

Tableaul3 : Aspect macroscopique des colonies bactériennesi sol ées.

Souches Couleur Taille Forme

X1 Jaune Petite Circulaire
X2 Jaune Petite Circulaire
X3 Beige Petite Circulaire
X4 Blanche Petite Circulaire
X5 Beige Moyenne Circulaire

Aspect
Lisse
brillante
Lisse
Lisse

Lisse

2.1.2. Observation microscopique

Etat frais:

Elévation Bord
Bombée Régulier

Bombée Reégulier

Plaine Reégulier
Bombée Reégulier
Légerement Régulier
Bombée

consistance Opacité
Muqueuse Opague

Muqueuse Opaque

Muqueuse Trandlucide
Crémeuse Opaque

Muqueuse Opague

Les résultats de I’aspect microscopique de I’état frais sont représentés dans le tableaul4.

Tableau 14 : Aspect microscopigue des bactéries isolées

Souches Forme
X1 Cocci
X2 Cocci
X3 Cocci
X4 Cocci
X5 Bacille

coloration degram :

Regroupement
En amas
En paire
En amas
En Chainette
Isolé

Mobilité
Immobile
Immobile
Immobile
Immobile
Mobile

Le type de Gram des bactéries isolées est représenté dans le lafigure 8 et le tableaul5s.
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Figure08 : Aspect microscopique des isolats aprés coloration de Gram (Gx100).
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Tableau 15 : Résultats de la coloration de Gram des souches bactériennes isol ées.

Souches Gram Forme
X1 + Cocci
X2 + Cocci
X3 - Cocci
X4 + Cocci
X5 - Bacille

2.1.3. Caractérisation biochimique:

Les caractéres biochimiques des souches bactériennesisoléessont mentionnés dans le
tableaul6.

Tableau 16 : Caractéres biochimiques des souches bactériennes isol ées.

ches
Test X1 X2 X3 X4 X5

Catalase +

Oxydase + - - - +
Mannitol +

Mobilité - - - -
Citrate + + +
L actose - + +
Glucose + + + +
Saccharose - + +
Gaz - +

H2S - - - - -
RM + + + - -
VP - - - - -
Uréelndole - - - - -
Type A.S A.S A.S A.F AS
respiratoire

Nitrates - - + - -
ONPG - - - - -

AS: Aérobie Stricte, AF : Anaérobie Facultatif.
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Tableau 17:Production des pigmentations sur le milieu KingA et King B.

Souches

KingA King B

X1
X2
X3
X4
X5

- : pas de pigmentation

+ : présence de pigmentation

TS

M annitol mobilité
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King B

Figure 09: résultats de tests biochimiques
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2.2. ldentification des moisissures:

2.2.1. Observation macroscopique des moisissures :

L’aspect macroscopique de la moisissure isolé (X6) est représenté dans la figure 10 et le tableau
18.

Figurel0: Aspect macroscopique de la souche X6 sur le milieuOGA.

Tableaul8 : Caractéres culturaux de la souche X6 sur le milieu OGA.

Texture Topologie Couleur Vitesse de croissance
(diamétredela coloniea 7 jours)

Poudreuse Plane vert clair modérée: entre 1l et 3

2.2.2. Observation microscopique des moisissures::

La technique de coloration de lactophénola permis d’observer des conidiophores isolés,
des pénicilles constitués de phialides branchés directement a I’extrémité des conidiophores(tableau
19).
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Tableaul9 : I’aspect microscopique de la souche X6.

Technique Aspect microscopique

Ruban adhésif

A:
Observation microscopiqgue de la souche
X6(Gx40).
Coloration au lactophé ; 2
LY F |"|
:-. AN

e
[}

Ay

Observation microscopique de la souche
X6(Gx100).

Caractéres microscopiques

Spores ovales de couleur
verte, regroupées en
chainette

Le conidiophore:

simples ou ramifiés possede
une forme ressemblant a
celle d’un pinceau, terminé
des phiaides.
Lesphialides: sont
disposées en verticillesa
I’extrémité des
Conidiophores . Les
phialides sont serrées les
unes contre les autres,
I’ensemble donne une image
de pinceau.

Conidies: Unicdlulaire,
rondes disposées en
chainettes.

Hyphe : cloisonné
Lethalle est vert

3. Etude, in vitro, de la cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros par les

souches sélectionnées

Les deux meilleures souches (X2 et X3)de point de vue croissance sur milieu MSM plus
Apyros comme SSCEsont choisis pour I’étude in vitro de la dégradation de ce méme herbicide.
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3.1. Mesuredela densité bactérienne

La variation de la densité bactérienne, des deux souches sélectionnées, au cours des 10
jours d’incubationsur milieu MSM plus Apyros comme SSCEest représentée dans le tableau 20.

Tableau 20 : Variation de la densité bactérienne des deux souchesX2 et X3, au cours des 10 jours
d’incubation, sur milieu MSM plus Apyros comme SSCE.

Temps X3 X2
24/05/2016 0.086 0.047
25/05/2016 0.100 0.049
26/05/2016 0.236 0.182
29/052016 0.239 0.248
30/05/2016 0.255 0.261
01/06/2016 0.259 0.269
02/06/2016 0.281 0.347
souche X2
0,4
0,3 /
° 0o /__—.-—'(
() ’
0,1 ,/
0
1 2 3 6 7 9 10
Temps (jours)
souche X3
0,3
0,25 )___?—4 —Q/’
0,2
Q o015 /
0,1 _%
0,05
0
1 2 3 6 7 9 10
Temps (jours)

Figures 11 : Variation delaDO en fonction du temps des souches X2 et X3 en présence d’apyros
comme SSCE.
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3.2. Mesure de la variation de la concentration de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron)
au coursdu temps d’incubation :

Courbe d’étalonnage :

Les densités optiques obtenues pour différentes concentrations d’ Apyros sont représentées
dansletableau21.

Tableau 21:Densités optiques obtenues pour différentes concentrations d’ Apyros.

Concentration 5mg/L | 10mg/L | 25mg/L | 50mg/L | 75mg/L | 100mg/L
d’Apyros (mg/L)
DO 0.305 0421 0.534 1.202 1.283 1.609

Lacourbe d’étalonnage de I’herbicide Apyrosest représentée danslafigure 12.

Courbe d’étalonnage

OORNWAUION

OOOO0O00O O FEREERE
00
OBOIN TR WNROOBRINNEWNR

DO

ORNWAUION

0 20 40 60 80 100 120

Concentration d'apyros mg/L

Figure 12: Courbe d’étalonnage de I’herbicide Apyros
La variation de la concentration de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) au cours du temps

d’incubation, pour les souches X2 et X3 est estimeée par la variation de I’absorbance des surnageants
a 255 nm (tableau22, figure 13).
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Tableau 22: Variation de I’absorbance des surnageants des souches X2 et X3 en fonction du temps
en présence d’Apyros commeSSCE.

souche X2

0,16
0,14
o1z LN\
0,1 AN
0,08 AN
0,06 N\
0,04 ~_
0,02 =

DO

Temps ( jours)

Figure 13 : Variation de I’absorbance de surnageant de la souche X2 au cours du temps
d’incubation, en présence d’ Apyros comme SSCE.

souche X3

0,25

02 .\.\
0,15

o \
e o1 N
0,05
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Temps ( jours)

Figureld : Variation de I’absorbance de surnageant de la souche X3 au cours du temps
d’incubation, en présence d’ Apyros comme SSCE.
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3,5
3 A
2,5 \\
2
1,5 \ L —&—souche X2
'

1 == souch X3
0,5 \l

0 2 4 6 8 10 12

concentration d'apyros

Temps(jours)

Figure 15 : Variation de la concentration de I’herbicide Apyros au cours du temps d’incubation,
pour les deux souchesX2 et X 3.

N.B : Les concentrations d’Apyros (sulfosulfuron) sont déduits par projection des densités optiques

des surnageants (obtenus a partir des cultures des souches X2 et X3 sur MSM plus Apyros comme
SSCE) sur la courbe d’étalonnage.
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Discussion

Dans le but d’isoler des souches bactériennes résistantes a I’herbicide Apyros et capables
de I'utiliser comme SSCE, une méthode d’isolement par enrichissement a plusieurs tours, a
différentes concentration de I’herbicide Apyros est utilisée.

Cette méthode a été utilisée dans plusieurs recherches: par Ying et al.(2011)pour
I’isolement de bactéries dégradantes I’herbicide fenoxaprop-ethyl, par Minghuaet al.(2011)pour
I”isolement de microorganismes dégradants I’herbicide bensulfuron-methyl, ainsi que par ji-pinget
al.(2009) pour I’isolement de microorganismes dégradants I’herbicide chlorimuron-ethyl.

C’est une méthode qui permet une meilleure adaptation des microorganismes aux
herbicides utilisés comme seule source de carbone et d’énergie, en augmentant progressivement la
concentration de ces herbicides dans e milieu de culture, qui sont normalement toxique a certaines
concentrations, ce qui permet I’isolement du maximum de microorganismes ayant des capacités de
résistance et de dégradation des herbicides étudiés et qui peuvent de ce fait utilisées dans les
procédés de dépollution biologique, pour éliminer ces herbicides de I’environnement.

Dans ce travail I’herbicide a étudier (Apyros) est utilisé comme seule source de carbone et
d’énergie dans le milieu de culture, c’est ainsi le cas de I’étude réalisé par Nourouz et al.,(2011)et
contrairement a la majorité des éudes qui utilisent les herbicides comme source de phosphore dans
le milieu de culture(Pipk et al., 1987 ; Jakob et al., 1988 ;Fitzgibbon et Braymer, 1990 ; Dick et
Quinn, 1995).

L’intervalle des concentrations d’Apyros utilisées dans cette études varie entre 25mg/l et
200mg/L(Yang hou et al., 2011).

D’apres les résultats représentés dans le (tableaul2), le nombre des boites qui présentent
une croissance microbienne a la concentration 25mg/L est de 3/3, avec un nombre de colonies tres
élevés (256,192 et 221), ce qui indique qu’un nombre considérable de microorganismes de ce sol
est doté d’une résistance vis-a-vis a I’herbicide Apyros. Cette tolérance peut étre due a une ex-
adaptation de ces microorganismesa |I’herbicide dans le milieu natif qui est le sol déa contaminé par
ce méme herbicide.

La diminution de nombre des boites qui présentent une croissance microbienne jusqu’a 1/3
(tableau 12)avec un nombre de colonie égal a 32, a la concentration 50 mg/L d’Apyros est due a
une inhibition de certains microorganismes qui ne peuvent pas tol érer cette concentration.

Pour la concentration 100 mg/L d’Apyros, nous observons que le nombre de boites qui
présentent une croissance microbienne reste constant (1/3), avec un nombre de colonie qui diminue
jusgu’a 28, ce qui indigue que d’autresmicroorganismes sont inhiber par cette concentration et ne
peuvent pas se dével opper.
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Le nombre des boites qui présentent une croissance microbienne a augmenté a la
concentration 200mg/L d’Apyros, avec un nombre de colonie éga a (75,62 et 48) (Tableaul?),
cela peut étre du a une adaptation des microorganismes avec I’herbicide et le développement d’une
résistance vis-a-vis a ce dernier.

Les colonies obtenues du dernier enrichissement (200 mg/L d’Apyros) et ayant une bonne
croissance sur le milieu MSM additionné d’ Apyros comme SSCEsont purifiées et pré-identifiées en
se basant sur des caractéres morphol ogiques et biochimiques.

Les différentes caractéristiques réunies sur les isolats sont comparées avec celles décrites
dans la neuvieme édition duBergey’sManual of Determinativebacteriology (2007).L’identification
reste cependant présomptive et non confirmative.

Les différentes caractéristiques réunies sur les isolats nous a permis de classer les souches
résistantesa I’herbicide Apyros et qui sont capables de I’utiliser comme SSCE en deux groupes :
trois souches : X1, X2 et X4cocci a Gram positif et deux souches Gram négatif : X3 de forme cocci
et X5 de forme bacille, et X6qui a un aspect morphologigue de moisissures.

Pour lasouche X1 : selon les résultats obtenus, il s’agit d’une bactérie Gram positive, qui a
une forme de cocci, regroupée en amas, oxydase positive, catalase positive; De ce fait, cette
souchepeutétreclassé dans la famille des Micrococcaceae, ces caracteres nous permettent de la
rapprocher au genre Micrococcus.

Lescaractéres cocci, Gram positif immobile des souchesX2etX4 nous fais soupgonner que
ces souches appartiennent a la famille : Micrococcaceae, Streptococcaceae, staphylococcaceae. Les
caracteres catalase positif, oxydase négatif de la souche X2 élimine les Streptococcaceae et nous
oriente vers lafamilleMicrococcaceae, staphylococcaceae.

Le mode de regroupement de la souche X2 est en paire donc la souche X2 est rapprochée
au genre Arthrobacter.

Les caractéres catalase négatif plus le modede regroupement en chainette de la souche X4
élimine les Micrococcaceae et Staphylococcaceae donc la souche X4 est rapprochée au genre
Streptococcus.

Pour la souche X3: les résultats de la coloration de Gram (Gram négatif de forme cocci)
(tableau 15)et les caractéres catalase positive, aérobie stricte(tableaul6) nous fais soupconner que
ces souches appartiennent aux genresMoraxella, Acinetobacter. Le cytochrome-oxydase négative
de la souche X3 nous oriente vers le genre Acinetobacter.

Les caracteres bacille, Gram négatif et mobile de la souche X5 nous fait penser que cette
souche pouvait appartenir a la famille : Pseudomonaceae, Alcaligenaceae, Enterobacteriaceae. Le
cytochrome-oxydase positive de la souche X5 nous oriente vers la famille Pseudomonaceae ou
Alcaligenaceae(tableaul6).

La production d’un pigment vert fluorescent par la souche X5 sur le milieu King B, nous
confirme que cette souche appartient au genre Pseudomonas(tableau 17).
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Pour la souche X6 : la coloration de lactophénol a permis d’observer un conidiophore
ramifié possédant une forme ressemblant a celle d’un pinceau terminé par des phialides. Les
phialides sont disposées en verticilles a I’extrémité des conidiophores.Les phialides sont serrées les
unes contre les autres, I’ensemble donne une image de pinceau, le thalle est de couleur
verte(tableau 18).Ces caractéres nous permettent de rapprocher cette souche au genrePenicillium.

Tableau23 : Les différents genres bactériens suspectés.

Souches Genre suspecté
X1 Micrococcussp.
Cocci Gram+ X2 Arthrobactersp .
X4 Streptococcus sp.
Gram- X3 Acinetobactersp .
Bacill Garm- X5 Pseudomonas.sp
Moisissure X6 Penicillium sp.

{f

Bacilles Gram négatif
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Figure 16: Plan d’identification des différentes souches isolées.
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D’apres les résultats obtenus dans notre recherche les six souches (X1, X2, X3, X4, X5,
X6) (figure 16) résistantes a la concentration 200mg/L de I’herbicide Apyros et capables de
I’utiliser comme SSCE, sont rapprochées respectivement aux genres : Micrococcus, Arthrobacter,
Acinetobacter, Streptococcus, Pseudomonas et Penicillium.

Peu d’études sont réalistes sur la dégradation des herbicides et en particulier
I” Apyros(sulfosulfuron) par ces genres microbiens.

Le genre Pseudomonas est parmi les genres connus par leur capacité de dégrader divers
composés xenobiotiques ;Ji-Ping et al. (2009)ont rapporté que ce genre est impliqué dans la
biodégradation du chlorimuron-ethyl,un herbicide qui appartient a la famille des herbicides
sulfonylurées, ils ont trouve que I’efficacité de la dégradation dans le milieu liquide est environ
81% apres 7 jours I’incubation.Zanardiniet al.(2002)ont montreé que le genre pseudomonas est auss
impliqué dans la biodégradation du chlorsulfuron et metsulfuron-methyl, en consortium, par co-
métabolisme dans une période de 15 jours.

Jan  kucharski,jadwigawiszkowska. (2008)ont montré que Pseudomonas et
Arthrobacterpeuvent dégrader I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) et I’utilisent comme seule source
de carbone et d’énergie.

Autres travaux montrent que Streptococcus pneumoniaeproduit I’enzyme EPSPS
insensible al’herbicide glyphosate (Pollegioni et al., 2011).

le genre Acinetobacter est impliqué dans |a dégradation de diversmolécules de
sulfonylurées(Lu et al,. 2011 ; Sondhia et al ., 2013 valle et all .,2006).

Streptococcus oralis etMicrococcusluteus, sont capables d’utiliser les carbones des
chaines de I’atrazine comme source nutritive (cécilemonard ,2009).

La dégradation de glyphosate par les moisissures du genrePenicillium est mentionnée dans
plusieurs éudes tel que: Penicillium citrinum(Zboinska et al., 1992), Penicilliumnotatum(Bujacz
et al., 1995)et Penicillium chrysogemum(Klimek et al,. 2001).

La tolérance d’une souche microbienne a un herbicide, n’est pas toujours un indice de sa
capacité de le dégrader, en effet, Singh et al. (1999)ont rapportés que le champignon
blancTrameteshirsutusaccumule I’herbicide Lindane sans le dégrader.

Pour cela, la cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) est éudiée par
deux souchessélectionnées (X2 et X3)sur le milieu MSMadditionne de I’Apyros (0,1g/L)comme
SSCE.

La capacité des souches sélectionnées a utiliser I’herbicide Apyros comme SSCE est
estimée, par la variation de la densité optique de ces souches(ensemencées sur milieu minéral plus
I’herbicide comme SSCE), au cours du temps, a 600 nm.
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D’aprés les résultats obtenus (tableau20, figurell),la densité bactérienne des deux
souches X2 et X3 augmente progressivement au cour des 10 jours d’incubation, ce qui indique que
les deux souches utilisent I’herbicide Apyros comme seule source de carbone et d’énergie.

La variation de la concentration de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron) au cours du temps
d’incubation est estimée par mesure de la densité optique des surnageants de culture des souches
X2 et X3 sur MSM plus Apyros comme SSCEpar spectrophotometre(SHIMADZU) Visible a une
longueur d"onde de 255 nm.

D’apres les résultats obtenus (figures 14 et 15),I’absorbance dessurnageants des cultures
des deux souches X2 et X3 sur MSM plus Apyros comme SSCEdiminue progressivement au cour
des 10 jours d’incubation, ce qui indiqgue une diminution de la concentration d’Apyros
(sulfosulfuron) ; ce qui prouve la capacité de ces souches a dégrader cet herbicides, et qui peuvent
étre de ce fait utiliser dans le domaine de bioremédiation ou dépollution biologique des sites
contaminés par cet herbicides.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Les pesticides répondus sur les surfaces agricoles ou plus généralement sur tout type
de sol, sont plus ou mois rapidement dégradés. La dégradation biologique, catalysee par les
microorganismes telluriques, représente un théme trés sollicité par les chercheurs, en raison
de son avantage économique important par rapport aux procédés physico-chimiques
classiques, souvent plus complexe dans leur réalisation et souvent onéreux.

Notre travail est basé sur trois objectifs principaux, le premierest un isolement des
microorganismes résistants a I’herbicide Apyros (Sulfosulfuron) etcapables de I’utiliser
comme seule source de carbone et d’énergie. Le secondobjectif est la caractérisation
morphologique et biochimique de cesisolats. Le troisiéme objectif est I’étude de la cinétique
de biodégradation de cet herbicide.

De ce fait plusieurs échantillons de sol traité par cet herbicide sont prélevés de la
région d’Ain-Alkarma ou le sol est fortement contaminé par ce méme herbicide. Le milieu
MSM (miniralsaltmedium) contenant I’herbicide Apyros comme seule source de carbone et
d’énergie a été servi pour I’isolement des microorganismes dégradants.

La mise en évidence de la biodegradation de I’ Apyros par les souches tolérantes est
effectuée sur le milieu MSM solide contenant I’Apyros a la dose recommandée (0,1g/L)
comme seule source de carbone et d’énergie. Ainsi six souches seulement présentent une
bonne croissance sur ce milieu, et sont de ce fait capables d’utiliser I’Apyros comme seule
source de carbone et d’énergie.

Le repiquage est effectués sur le milieu gélose nutritive (GN) pour les bactéries et
OGA pour les moisissures, Les microorganismes résistants a I’Apyros sont purifiés puis
conservées a4°C pour d’autres éventuelles études.

Parmi ces souches, deuxbactériescapables d’utiliser I’ Apyros comme seule source de
carbone et d’énergie, sonttestées pour leur aptitude a dégrader ce méme herbicide sur le
milieu Minéral liquide additionné de I’Apyros (0,1¢g/L). Le suivi de la dégradation de cet
herbicide est réalisé par spectrophotométrie, les résultats montrent, une dégradation du
sulfosulfuron traduite par une diminution de sa concentration, et s’accompagne par une
croissance microbienne révélée par I’augmentation de I’absorbance du milieu.

Per spectives

L’importance de ces souches dans le domaine de dépollution biologique de
I’environnement nous a orienté de vers les objectifs suivants :

Confirmer I’identification de ces souches par des analyses phylogénétiques.
Identification des résidus et métabolites de biodégradation de cet herbicide.

Utilisation de souches actives en biotechnologie (dépollution biologique des
solscontamineés par I’ Apyros).

61



4 )
Réference

Bibliographique

- /




Références bibliographique

Références bibliographique

Ait-Sai L., (1993). Modélisation stochastique du transfert des pesticides dans les sols et les eaux
souterraines. Application a la vulnérabilité des puits. Thése (docteur d’INRSEau du Quebec).
Chapitre 3 (25-26).

Adamczewski.,Praczyk  T., Paradowski A. (1988). Ocenanowychherbicydow z
grupysulfonylomocznikowej.Materiaty 28.SesjiNauk. Inst. Ochr.Roélin, cz. 2: 299-304.

Adamczewski K., Banaszak K., Snarska K. (2000). BiologicznaocenapreparatuAttribut 70 WG w
zbozachozimych (Biological evaluation of MKH 6561 70 WG in winter cereals).Prog. Plant
Protectin/Post. Ochr.Roslin 40 (2): 775-778.

Achour S ; Khattabi A ; Rhalem N ; Ouammi L ; Mokhtari A ; Soulaymani A ;
SoulaymaniBencheikhR . (2011). « L'intoxication par les pesticides chez |'enfantau Maroc : profil
épidémiologique et aspects pronostiques (1990-2008) », SantéPublique. 23 :195-205.

Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire, (1999). L’herbicide sulfosulfuron,
document des décisions réglementaires. Coordination des publications. Ontario, Canada. p. 10.

Amatrop. C. G., (2000). Les herbicides. Agro écologie.cirad .fr/2007/docs
1015714804. P.1.

Atlas R. M. &Bartha R., (1992).Microbia ecology.Fundamentals and applications.3rdedition.The
Benjamin/Cummings Publishing Company.San Francisco, California (USA), 563

AlterreBourgone, 2009.Agence régionale pour I’environnement et le dévlioppement soutenable en
Bourgogne. Pesticides au quotidien Rapport technique .

AubertotJ.N., J.M. Barbier, A. Carpentier, J.J. Gril, L. Guichard, P. Lucas, S. Savary, I.
Savini& M. Voltz, (2005). Pesticides, agriculture et environnement. Réduire I'utilisation des
pesticides et limiter leurs impacts environnementaux. Expertise scientifique Collective, INRA et
Cemagref, France. P. 15.

Barriuso E., Calvet R., Schiavon M. et Soulas G., (1996). Les pesticides et les polluants
organiques des sols. Forum « e sol, un patrimoine menacé? » numéro spécial: 279-295.

Bergey’s Manuel, (2007). Garrity.G.M.; Lilburn.T.G; ColeJ.R; Harrison. S.H.,Euzéby J. and

Tindall. B. J. In: Part 10: Taxonomic Outline of the Bacteria and Archeae.Copyright, Michigan
State University Board of Trustees.

62



Références bibliographique

BérubéV .E., BoilyM.H., Deblois C., Dassylva N., Spear P.A.,(2005) “Plasma retinoid profile in
bullfrogs, Ranacatesbeiana, in relation to agricultura intensity of sub-watersheds inthe Y amaska
River drainage basin, Québec, Canada”, Aquatic Toxicology, 71:109-120.

BeyerE.C., Goodenough D. A., Paul D. L., (1988).The connexins : a family of related gap
junction proteins .In : Gap junctions, ed., E. L.Hertzberg and R. G. Johnson, New York : Alan R.
Liss,167-175.

Blair M., Martin T. D., A., (1988).Review of the Activity, Fate and Mode of Action of
Sulfonylurea Herbicides.Pestic. Sci. 22: 195-219.

Bliefert, C., Perraud, R., 2001. Chimie de l'environnement: air, eau, sols, déchets. De Boeck
Université.

Bonnefoy nicole, (2012). RAPPORT D'INFORMATION FAIT au nom de la mission commune
d’information sur les pesticides et leur impact sur la santé et I’environnement

Bourdon,J.-L .etMarchal,N. (1982). Les milieux de cultures pour I’isolement etl’identification
biochimique des bactéries. Edition Doin, Paris.

Bousseboua H., 2002. Techniques d’étude des bactéries. Dans Microbiologie générale.Ed de
I’université Mentouri, Constantine (Algeérie), 145-157.

Botton B ., Bretton A., Fever M ., Gautier S ., Guy PH ., Larpent, J.P ., Reymond, P
.Bourrelier P. H., Berthelin J., (1998). Introduction générale. Dans : Contamination des sols par
les @éments en traces : les risques et leur gestion (rapport n= 42). Ed Technique & Documentation
lavoisier Pari, XXXVII

Brown H. M., Cotterman, (1994). Recent advances in sulfonylurea herbicides In : Chemistry of
Plant Protection, Herbicides inhibiting Branched-Chain Amino Acid Biosynthesis — Recent
Developments. J. Stetter (ed.), Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 10: 48

Brown H. M., (1990) Mode of action, crop selectivity, and soil relations of the sulfonylurea
herbicides. Pestic. Sci. 29: 263-281.

Bujacz,B.,Wieczorek,P., Krzysoko-Lupicka,T., Golab,Z., Leczak, b. and Kavafarski,
P.,(1995).organophosphonate utilization by the wild-type strain of  Peniciluimnotatum. App
|EnvironMicrobiol 61:2905-2910.

California department of pesticide regulation, (2008).Active IngredientSulfosulfuron. Public
report. California. P. 8.

63



Références bibliographique

Calvet R., (2003). Le Sol. Propriétés et fonctions. Constitution et structure, phénomenes aux
interfaces. Tome 1. Ed France Agricole - Dunod, 82 - 93.

Calvet R., (2003). Le Sol. Propriétés et fonctions. Phénomenes physiques et chimiques.
Applications agronomiques et environnementales. Tome 2. Ed France Agricole - Dunod, 381-391.

Calvet R., Barriuso E., Bedos C., Benoit C., Charnay M .-P. et Coquet Y ., (2005). Les pesticides
dans | e sol: conséquences agronomiques et environnementales, Editions FranceAgricole, 637 p.

Calvet R., Charnay M-P.(2002).Le devenir dans le sol des substances phytopharmaceutiques. In :
Pesticide et protection phytosanitaire dans une agriculture en mouvement. Paris: ACTA,p. 805-833.

Cécile monard. (2009). Biodégradation des herbicides en sols tempérés — Contrle des
communautés bactériennes dégradantes par la bioturbation du sol thése présentée devant
I'université de rennes 1 pour obtenir le grade de docteur de I'université de rennes 1

Chabasse, D., Bouchara, J.P., Gentile, L., Brun, S, Cimon, B., Penn, P. (2002). Les
moisissuresd’intérétmédical. (edn) Bioforma. Paris. p.160.

Chafik N (2002) ., contribution a I’étude du comportement de I’herbicide triflusulfuronmethyle
dans les milieux aquatiques : Etude de la photo dégradation en milieux aqueux Préparation et étude
de nouvelles formulations a libération contrdlée. Université Hassan || Maroc Ainchock, These de
doctorat,. Chapitre 2 (p 10-31

Chassin P., Baize D., Cambier Ph. & Sterckeman T., 1996. Les éléments traces métalliques et la
gualité des sols : impact a moyen et a long terme. Forum « le sol un patrimoine menacé ?». Paris
(France), 297-303.

Colin .F., (2000). Approche spatiales de la pollution chronique des eaux de surface par les produits
phytosanitaires cas de I’atrazine dans le bassin versant du sousson (GERS, France). Thése (docteur
de ’TENGREF. Montpellier). Chapitre 1(p 6-10)

Columa, (1977). Les herbicides et le sol. ACTA, 143 p.

Conrad J. E., Colvin C., Sililo O., Gorgens A., Weaver J. & Reinhardth C.,(1999). Assessment
of the impact of agriculture practices on the quality of the ground waterresources in South Africa
Water research commission, Pretoria, South Africa. Report 641/1/99.86.

Coulibaly .H, (2005). Le SCV (Semis direct sous Couverture Végétale), un éément stratégique de

gestion durable des terres agricoles : une expérience francaise comme base de réflexion pour le
Mali. Mémoire (DEPA. France). Chapitre 2 (p13-20).

64



Références bibliographique

CPP, (2002). Comité de la Prévention et de la Précaution, Risques sanitaires liés a I’utilisation de
produits phytosanitaires. p.9, 22-32

Davet P., (1996). Le milieu « sol ». Dans Vie microbienne du sol et production végétale. INRA,
Paris, 21-87.

Day, K.E., Maguire, R.J., 1990. Acute toxicity of isomers of the pyrethroid insecticide
deltamethrin and its major degradation products to Daphnia magna.Environmental toxicology and
chemistry 9, 1297-1300.

Desbordes. A, (2000). La pollution des eaux souterraines en Picardie. Mémoire. Maitrise B6,
Faculté des Sciences, Amiens, 50 p A.

Devez, 2004. Caractérisation des risques induits par les activités agricoles sur les écosystemes
aquatiques. These (docteur de L’ENGREF, Centre de Montpellier). Chapitre 1 (p 2-4).

Dick,R.e. and Quin, J.P., (1995) . Glycophosate-degrading isolates from environmental sample:
occurrence and pathway of degradation. ApplMicrobiol Biotechnol 43 : 545-550.

Document de terrain GCP/INT/650/NET. Rome, © FAO 2000. Collection FAO : Elimination
des pesticides. Evaluation de la contamination des sols. Manuel de référence des notions .

Dorval, J, Leblond V., Deblois C., Hontela A., (2005).“Oxidative stress and endocrine endpoints
in white sucker (Catostomuscommersoni) from a river impacted by agriculturalchemicals”,
Environmental Toxicology and Chemistry, vol. 24, no. 5: 1273-1280.

Downing A.L., DeVannaK.M., Rubeck-SchurtzC.N., Tuhela L., Grunkemeyer H.,
(2008).Community and ecosystem responses to a pulsed pesticide disturbance in
freshwaterecosystems.Ecotoxicology, 17:539-548.

ECRIN (2002). El habib EL AZZOUZI 2013 These de doctorat Processus physico-chimique
d4elimination des pesticides dans I’environnement : cas de I’imazéthapyr P.24.

EdelahiD. M.C, (2004). Contribution a I’étude de dégradation un situ des pesticides parprocédés
d’oxydation avancés faisant intervenir le fer. Application aux herbicides phénylurées. These
(docteur de I’'Université de Marne la Vallée). Chapitre 1 (p22-25).

F. Fdil, (2004). Etude de la dégradation des herbicides chlorophénoxyal canoiques par desprocédés

photochimique et électrochimique. Applications environnementales. Thése (Docteur de I’Université
de Marne-La-Vallée). Chapitre 1 (p 8-25).

65



Références bibliographique

Fitzgibbon, J.E and Braymer, H.d., (1990). Cloning of a gene from Pseudomonas sp. Strain
PG982 conferring glyphosate resistance.Appl.Environ.56: 3382-3388.

Flogeac K., (2004). Etude de la capacité de rétention de produits phytosanitaire par deux solides
modeles des sols. Influence de la présence des cations métalliques. Thése doctorat (université de
Reims Champagne-Ardenne). Chapitre 1 (p10-20).

Gans J., Wolinsky M., Dunbar J., (2005).Computational improvements reveal great bacterial
diversity and high metal toxicity in soil. Science, 309 :1387-90.

Gatignol C., Etienne J.-C., (2010), Pesticide et santé. Paris, Office parlementaire d’évaluation des
choix scientifiques et technol ogiques.

GregorD.J., Gummer W.D., (1989). Evidence of atmospheric transport and deposition
oforganochlorine  pesticides and  polychlorinated  biphenyls in  Canadian  arctic
snow.Environ.Sci.Tech., 23:561-565.

Gauvrit , c., (1996). Efficacité et sélectivité des herbicides. Edition Quae. Paris.P.120.

Gouvernement du Québec, (2002b). La régulation sur les permis et les certifications en bref .In
gouv .ca .MDDEP.http://www. mddep .gouve .qc.ca/pesticides /permis/index. htm (page consultée
le 10/28/2012).

Gendron A., Branchaud A., (1997). Impact potentiel de la contamination du milieu aquatique sur
la reproduction du suceur cuivré (Moxostomahubbsi) : synthese des connaissances,Ministére de
I’Environnement et de la Faune, Service de I’aménagement et del’exploitationde la faune, Rapport
technique, 16-02. Direction régionale de laMontérégie (France),.

Hay B., (1990). Sulfounylurea herbicide esterification esterase from HansschlegliaZhihuaiae
S113.Appl. Environ. Microbiol.78,1962-1968.

I nspection phytosanitaire Constantine 2016 .

Jacob,G.S.,Garbow ,J.R.,Hallas L .E.,Kimack,N.M.,Kishore,G.M.andSchaefer J.,(1988)
.metabolism of glycophosate in pseudomonassp.strainLBr.Appl.Environ.Microbiol 54 :2953-2958.

Jan kucharski ,jadwigawiszkowska.( 2008). Biological properties of soil contaminated with the

herbicide Apyros 75 WG, chair of Microbiology University of Warmia and in Olsztyn. J.
Elementol,(13)3: 357-371

66



Références bibliographique

Jeannot, R., Lemiere B., Chiron S. Augustin F. &Darmendrail D., (2000). Guide
méthodologique pour l'analyse des sols pollués. Ministere de I’aménagement du territoire et de
I’environnement. France.

Jean-baptistebraquenier.(2009). Etude de la toxicité développementale d’insecticides
organophosphorés : Analyse comportementale de la souris CD1 —these présente pour I’obtention de
grade de doctorat)

Ji-ping M, Zhe W, Peng L, Hui-jie W, Shinawar W, Shun L and Xing H. (2009). Biodegrdation
ofthe sulfonylurea herbicide chlorimuron-ethyl by the strain pseudomonassp.L W3.FEM SMicraobiol.
296:203-209.

Joffin, J.N and Layeral,G., (2006).Microbiologie technique. Tom 1. Dictionnaire des techniques.
Bordeaux, France: Centre Régional De Documentation Pédagogique, 368

Joffin, N. (2013). Les techniques de |aboratoires utilisées en mycologie,p. 1-20.
http://www.techmicrobio.eu/index.php/microbio/mycol ogie/laboratoire

JoffinJ.N., Leyral G., 2005. Microbiologie Technique. Tome 1 Dictionnaire des techniques.
Académie de bordeaux et crdp d’Aquitaine, 171-189.

Joffin, J.N..& Leryral ,G (2001). Microbiologie. Dictionnaire des Techniques, 3¥™ ED., Collection
biologie Technigue .CRDP d’aquitaine , Bordeaux .105p.

Khelifa N., Abrous O. & Aid F., (2003).Effets du sulfosulfuron sur la germination et la croissance
des plantules de Soja (Glycine max L). annales de I’institut national agronomique, El Harrach. 24 :
let2.

Klimek , M., Lgck , B ., Kafarski, P.andForlani , G ., ( 2001). Metaboilism of the phosphonate
herbicide glycophosate by a non-nitrateutilising strain of penecilliumchrysogenum.PestMang<ci
57:815-821.

La Directive de la Communauté Economique Européenne (91/414/CEE) La Directive DU
CONSEIL du 15juillet 1991 concernant la mise sur le marché des produits phytopharmaceutiques
(9/414/CEE) (JO L 230 du 19.8.1991, p. 1)

Lanyi, K., Dinya, Z., (2005). Photodegradation study for assessing the environmental fate of some
triazine-, urea-and thiol carbamate-type herbicides.Microchemical journal 80 :79-87

Laurent C., Feidt C., Laurent F., (2005). Contamination des sols - Transferts des sols vers les
animaux. EDP Sciences ADEME, 19-20.

67



Références bibliographique

Lissalde S. (2010). Application et vaidation des échantillonneurs passifs de type POCIS pour
I'échantillonnage passif des pesticides dans les eaux du bassin versant charentais. In: These de
Doctorat: Université de Poitiers.

Lu, P, Jin, L., Liang, B., Zhang, J., Li, S, Feng, Z., and Huang, X. (2011).Study ofbiochemical
pathway and enzyme involved in metsulfuron-methyl degradation byAncylobactersp. XJ-412-1
isolatedfromsoil. Curr. Microbiol. 62, 1718-1725.

Maison de la consommation & de |'environnement, (2003). Les pesticides réglementation et
effets sur santé et I'environnement. Rennes, p. 2, 30.

MDRGF(2004). Dossier Pesticides du Mouvement pour le droit et le respect des générations
futures.

Merhi, M., (2008). Etude de I'impact de I'exposition a des mélanges de pesticides a faibles doses :
caractérisation des effets sur des lignées cellulaires humaines et sur le systéme hématopoiétique
murin. Thése de doctorant. Université de Toulouse (France).P.4

Meyer A., Chrisman J., Morera J.C., Koifman S., (2003).Cancer mortality among agricultural
workers from Serrana Region, state of Rio de Janeiro, Brazil. Environ Res., 93, :264-271.

Minghua X, Chunyan L, Junbo P, Xiaosong C and Chuanwu X. (2011). Isolation and
characterization of Rhodococcussp.BX2 capable of degrading bensulfuron-methyl.African journal
of microbiology research. 5(25):4296-4302.)

Nielsen K. M., Bones A. M., Smalla K., Van Elsas J. D., (1998). Horizontal gene transfer from
transgenic plants to terrestrial bacteria: arare event? FEMSmicrobiologyreviews, 22 :79-103.

Monsato Europe N. V., (2014). Produit commercial Apyros, fiche de sécurité. Anvers, Belgique.
P. 10

Nourouzi, M.M., Chauh, T.G.,Choong, T.S.Y.and Lim, C.J., (2011). Glyphosate utilization as
the source of carbon: isolation and identification of new bacteria. E-Journal of Chemistry8(4) :
1582-1587.

ORP, Observatoire des Résidus de Pesticides, site internet consulté en septembre 2008 :
http://www.observatoire-pesticides.gouv.fr/

Palm H.L., Allison D. A. (1980).Worldwide review of new cereal herbicide — DPX 4189.The
BCPCConference — Weeds 1:1-6.

68



Références bibliographique

Perrin .R, J.P. Scharff, (1997). Chimie industrielle. 2eéme édition, Paris. Chapitre 7 (p 873-897).
Perry J.J.,, Staley J. T., Lory S., (2004). Microbiologie. DUNOD (France), 848.

Pipke, R., Amrhein, N., Jacob, G.S., Kishore, C.M. and Schaefer J., (1987).Metabolism of
glyphosate in aArthrobactersp.GLP-1. Eur J Biochem165: 267-273.

Pochon J. & Tradieux P., (1962). Techniques d’analyses en microbiologie du sol .Edition de la
tourelle, St Mandé.p.110-111.

Pollegiioni, L., Schonbrun, E. and Sieh, D., (2011). Molecular basis glyphosate resistance:
different approaches through protein engineering .FEBS Journal 278. 2753-2766.

Quénéa K., (2004). Etude structurale et dynamique des fractions lipidiques et organiques
réfractaires de sols d’une chronoséquence foret/mais (CESTAS, Sud ouest de la France). Thése de
Doctorat. Université de Paris 6 (France).

Ramade R., (2000). Dictionnaire encyclopédique des pollutions. Ediscience international. Paris
(France), 58-365

Richard Y., GIROUX 1., (2004).Impact de I’agriculture sur les communautés benthiques et
piscicoles du ruisseau Saint-Georges (Québec, Canada), Québec, Ministere de
I’Environnement,Direction du suivi de I’état de I’environnement, ,28 p.

Robert, M., (1996). Le Sal: interface dans |I'environnement: ressource pour le développement.

Roche F., (1998). Transferts des produits phytosanitaires vers I’atmosphére, Mécanismes de
transfert des produits phytosanitaires. Document provisoire de la Cellule Régionale d’Etude des
Pollutions des Eaux par les Produits Phytosanitaires (CREPEPP), Pays de Loire,.

Savadogo P. W., Traoré O., Topan M., Tapsoba K. H., Sedogo P. M., Bonzi-CoulibalyL.Y .,
(2007). Variation de lateneur en résidus de pesticides dans les sols de |a zone cotonniere duBurkina
Faso. Journal Africain des Sciences de I'environnement, 1,2007: 29-39.

Schafer R.B., Caquet T., Siimes K., Mueler R., Lagadic L., Liess M., (2007).Effects of
pesticides on community structure and ecosystem functions in agricultural streams of three

biogeographical regionsin Europe. Sci. Total Environ., 382, , 272-285

SchomburgC.T., .GlotfeltyD.E, (1991) Pesticide occurrence and distribution in fog collected near
Monterey, California. Environ.Sci.Tech., 25:155-160.

Singh BK, Kuhad RC, Singh A, Lal R & TriapthiK K., (1999). Biochemical andmolecular basis
of pesticide degradation by microorganisms.Crit Rev Biotechnol, 19: 197-225.

Sondhia, S., Waseem, U., and Varma, R.K. (2013). Fungal degradation of an acetol actate
synthase (ALS) inhibitor pyrazosulfuron-ethyl in soil. Chemosphere.In print.

69



Références bibliographique

Stephanie A. E., John A. B., Thomas M. S., (2007). Isolation and characterization of soil Bacteria
That Define Terriglobus gen. nov; in the phylum Acidobactria Applied andenvironmental
microbiology, 73: 2708-2717.

Sinclair, S.J. etBoxall, A.B.A. (2003). Assessing the Ecotoxicity of Pesticide Transformation
Products.Environmental Science and Technology, 37 : 4617-4625.

UI PP, 2009. Rapport d'activité 2008-2009. Union des Industries et de la Protection des Plantes

Ertli .T., A. Marton, R. Foldényi, (2004). Effect of pH and the role of organic matter in the
adsorption of isoproturon on soils.Chemosphere, 57 :771-779.

Valle, A., Boschin, G., Negri, M., Abbruscato, P., Sorlini, C., D’Agostina, A., andZanardini, E.
(2006).The microbial degradation of azimsulfuron and its effect on the soilbacterial community.J.
Appl. Microbiol. 101, 443-452.

VielJ.F., Challier B., Pitard A., Pobel D., (1998) Brain cancer mortality among French farmers:
the vineyard pesticide hypothesis. Arch. Environ. Health., 53:65-70.

Yael G. Mishad, Tomas Undabeytia, OnnRabinovitz, Baruch Rubin, & ShlomoNir,
(2003).Sulfosulfuron Incorporated in Micelles Adsorbed on Montmorillonitefor Slow Release
Formulations. J. Agric. Food Chem.51:2253-2259

Ying hou ,Jiantao , Wenjingshen , Juan liu, Jinquan li, Yongfeng li ,Huicao& Zhongli cui
(2011) . FEMSMicrobiolLett 323: 196-203 .

Zamy, C., Mazdllier, P., Legube, B., (2004). Phototransformation of selected organophosphorus
pesticides in dilute aqueous solutions.Water research 38: 2305-2314.

Zboinska, E., Legjczak, B. and Kafarski, P., (1992).Organophosphore utilization by the wild-type
strain of Pseudomonas fluorescens.Appl Environ 58 :2993-2999.

ZANARDIN E., A. ARNOLDI, G.BSCHIN, A .D’AGOSTINA,M.NEGRI, C.SORLINI(2002).
Degradation pathways of chlorsulfuron and metsulfuron-methyl by a Pseudomonas
fluorescensstrain.Annals of Microbiology 52.25-37.

70



Annexes




Annexe 1l
Milieux de culture
Milieu Minimal Medium (M SM)
K,HPO,:1.5g/L
KH,PO4: 0.5 g/L
NH;NOs:1g/L
MgSO,7H,0:0.1g/L
NaCl: 1g/L
PH=7
Eau distillée : 1000mL
Milieu Minimal Salts Medium solide (M SM)
K5HPO,4:1.5g/L
KH,PO,: 0.5 g/L
NH4NOs.1g/L
MgSO4 7H,0:0.1g/L
NaCl: 1g/L
PH=7
Eau distillée : 2000mL
Agar:20g/L
Gélosenutritive (GN)
Extrait de viande : 1,0g/L
Extrait delevure : 2,59/L
Peptone : 5,0g/L
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Chlorure de sodium : 5,0 g/L

Agar : 15,0 g/L

Eau distillée : 1000mL

PH: 7,0
Oxytétracycline-Glucose-Agar OGA :
Extrait delevure: 5,00 g/L

Glucose: 20, 00g/L

Agar: 12, 00 g/L

Eau distillée : 1000mL

Le milieu prét a I’emploi en boites de Pétri contient en plus du milieu de base
Oxytétracycline 0,10 g/L

PH final a25°C: 7,0 £ 0,2

Potato Dextrose Agar (PDA)gé ose gélosé a extrait de pomme :
Pomme de terre : 200 g/L
Dextrose ou de sucre blanc de cannes: 15 g/L

Agar: 20 g/L

Eau distillée : 1000mL

PH3,5a4,5

Bouillions nutritif (BN)
Peptone : 10,0g/L

Extrait de viande : 10,0g/L
Chlorure de sodium : 5,0 g/L
Ph=7

Eau distillée : 1000mL



Annexe 2

Testes biochimiques
Milieu Mannitol Mobilité
Peptone : 20 g/L
Nitrate de potassium : 1 g/L
Mannitol : 2 g/L
Rouge de phénal : 140 mg/L
Eau distillée 1000 mL
Agar:4g/L
pH=8,1
Milieu Citrate de Simmons
Citrate de sodium : 1g/L
Chlorure de sodium : 5g/L
Sulfate de magnésium : 200mg/L
Dihydrogénophosphate d’ammonium : 1g/L
M onohydrogénophosphate de potassiumlg
Bleu de bromotymol : 80mg/L
Agar : 13g/L
Eau distillée : 1000mL
PH=6 ,8
Milieu urée- indol
L-Tryptophane : 3g
Phosphate monopotassique : 1g

Chlorure de sodium : 5g/L
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Urée: 20g/L

Rouge de phénal : 0.025

Alcool 495°0.01mL/L

Eau distillée 1000 mL

PH=6,7

Milieu TSI (Triple Sugar Iron Bio-Rad)
Extrait de viande : 3g/L

Extrait delevure : 3g/L

Peptone : 20g/L

Chlorure de sodium : 5g/L

Lactose: 10g/L

Saccharose: 10g/L

Glucose: 1g/L

Sulfate ferreux ammoniacal : 300mg/L
Rouge de phénol : 24mg/L
Thiosulfate sodium anydre: 300mg/L
Agar: 11g/L

Eau distillée1000 ml

PH=7,4

N.B. L’ajustement des pH des milieux de cultures s’effectue a I’aide d’une
solution de NaOH 1N ou une solution d’HCI 1N selon le cas.

King A

Peptone: 20g/L

Glycerol: 10g/L

Sulfate de potassium : 10g /L
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Chlorure de magnésium : 1,4g/L

Agar purifies: 12g/L

Eau distillée1000 ml

PH=7,2

King B

Peptonedite "B»:20,0 g/L

Glycérol : 10,0 g/L

hydrogénophosphate de potassum : 1,5 g/L
Sulfate de magnésium heptahydraté : 1,5 g/L
Agar purifié: 12,0 g/L

Eau distillée1000 ml

pH=7,2

Boulionsclark et lubs

Peptone : 5g/L

Glucose : 5g/L

Hydrogénophosphate de potassium : 5g/L
Eau distillée1000 ml

Ph=7

Boulionspeptone exempt d’indole
Peptone : 20g/L

Soduimchlorure : 30g/L

Eau distillé 1000mL

Ph=7,2



Solutions et colorants

Violet de gentiane
Violet de gentiane : 19
Ethanol : 10mli

Phénol : 29

Eau distillée 100ml

L actophenol

Phénol : 20g/L

Acide lactique : 20g/L
Glycérol : 40g/L

Bleu de méthyle : 0.5g/L
Eau distillée 1000mL
Ph7.3

Annexe 3

[Annexes]
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Annexe4
L ecture destests biochimique
Test Mannitol mobilité

e Lorsque I’indicateur coloré passe de rouge au jaune cela correspondant a
I’acidification du milieu, le mannitol a été utilisé. le caractere de mobilité
est défini dans ce milieu par un trouble envahissant toute la largeur de la
gélose et de la piqure centrale, alors qu’une bactérie immobile ne se
développe que lalonge de la pigure centrale.

Test TS

Pente jaune : fermentation du glucose et/ou du saccharose.

Pente rouge : non fermentation du glucose et du saccharose.

Culot jaune : fermentation du glucose.

Culot rouge : pas de fermentation du glucose.

Décollement de la gélose ou présence de poches gaz : production du
CO..

e Couleur noire: production d’H,S.

Clark et Lubs

e Une coloration rouge dans le tube contenant |e rouge de méthyle cella
correspond a I’acidification du milieu donc a une fermentation du
glucose par lavoie des acides mixtes, la souche est RM".

e Une coloration rouge dans le second tube indique la présence
d’acetoine donc une fermentation du glucose par voie butanidiolique,la
souche est VP".

Utilisation de Citrate comme seule de carbone:

e Virage de I’indicateur au bleu cela correspond a I’alcalinisation du
milieu, la souche est citrate positif.

L’hydrolyse de I’urée :

e Le milieu présent une coloration rose a rouge violacée : la souche
est urease positive.
e Lemilieu auneteinte jaune orangée : la souche est urease négative.
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Production de I’indole a partir du tryptophane :

e Formation d’un anneau rouge en surface du milieu : |a souche
est indole positive.

e Formation d’un anneau brun en surface du milieu : la souche est
indole négative.

King A et King B:

e La production de pyocyanine, due spécifiguement a
Pseudomonas aeruginisa, est favorisée par la présence d’ions.
La recherche de la production de pyocyanine est effectuée sur
milieu King A.

e La production depyoverdine, dua a Pseudomonas S, est
favorisée par une teneur élevée en phosphate. La recherche de la
production de pyoverdine est effectuée sur milieu King B.
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Tableau 24 : Tests biochimique effectués (joffin et layral.2006)

Milieux de | Teste Ensemencement | Incubation Reactifs | Résultat Resultats
culture recherché ajouter positifs nagatifs
Mannitol- Fermentation Piqure 24ha37°C Rouge- jaune | Rouge
mobilité Du central i i
Mannitol Formation d’un| Absence devoile
Mobilité axe central
Citrate de Utilization du Stries longitudinaleg 24ha37°C Vert-bleu Vert
Simmons Citrate pente
De sodium
comme source
De Carbone
etd’énergie
TSI gélose Fermentation du -Stries serréespour | 24ha37°C Rouge brun - Rouge brun
Glucose -lactose la pente. -pente jaune
Lactose -glucose -Simple piqlre pour -culot jaune
saccharose -saccharose le culot - pente rouge
Production de gaz -culot rouge
Bulles d’air a Pas de
gélose ou ,
fiesure del ,aspect de
delagélose lagélose
Production de Noircissement | Absence de
I'H2S noircissement
Eau Production Quelques gouttesde | 24h a37°C | Kovacs Formation d’un | Absence
peptone d’indole a partir la suspension anneaurougea | 4’anneau ou
exempte du tryptophane bactérienne lasurface .
d’indole anneau jaune
Clark et Production Quelques gouttesde | 24ha37°C | Rougede | jaune- rouge Jaune
Lubs d’acétoine a partir | suspension méthyl wiw mmn
du glucose bactérienne (RM)
Production Voges- jaune-rouge & | Jaune
d’acide pyruvique Proskawer | rose Tmm
apartir du glucose (Vplet MR [
Vp2)
Recherche Enzyme Déposer une goutte Dégagement de | Pas de
dela catalysant d’eau oxygénée sur Gaz dégagement
catalase I’hydrolyse du une lame et dggaagz
peroxyde émulsionner 9

d’hydrogéne
formélors de
réactions en
aérobiose.

directement une
partie de lacolonie
prélevée avec
I’anse.

- ou verser 1ml
d’H202 dans une
culture de 24h en
bouillon ou sur une
géloseinclinée
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Recherche détection dela un disque Apparition Absence
del’oxydase | phénylénediamine- | d’oxydase d'une d’une
oxydase contenant de coloration .
enzyme entrant I'oxalate Violette CQI oration
dans divers Ndimethylparanitrop Violette
couples hényléne-diamine
d'oxydoréduction | est déposé
une lame et mis
encontact avec une
colonie bactérienne
fraichement
cultivée ou bien en
contact avec le
bouillon
Gélose Détermination du | Plonger I’effilure 24ha37°C -Aérobiesdtrict : | Absence de
viande foie type respiratoire d’une pipette croissance dans | ~roissance
(VF) pasteur boutonnée lazone
dans la suspension superficielle
bactérienne degélose;
-Anaérobie
strict :
croissance dans
lazone
profonde de
lagélose;
- Aéro-
anaérobie
facultative :
croissance sur
toute la hauteur
delagélose.
-Micro-
aérophile:
croissance dans
un cylindre de
gélose
d’environ
0.5cm de
hauteur
et situé a
environ
ala2cmdela
surface.
Urée-indole | Hydrolyse de Quelques gouttesde | 24ha37°C orange- rouge | orange
I’urée suspension violet

bactérienne
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Annexeb5
Protocole de coloration de Gram

e FEtaler une goutte de suspension microbienne sur une lame.

e Laisser bien sécher a I’air.

e Recouvrir lalame avec du violet de Gentiane ou Crystal violet ; laisser agir 30s.
puis gouter le lugol 30s.

Eliminer les colorants et décolorer rapidement a I’alcool 30sec.

Rincer a I’eau pour arréter la décoloration.

Recouvrir lalame de Fuchsine ou safranine 1 min.

Rincer a I’eau et laisser sécher a I’air (ou a la flamme).

Observation al’objectif X 100 avec I’huile a immersion.

Annexe 6

L’herbicide commercialisé « Apyros » (Monsanto Europe N.V, 2014)



Résumeé:

Dans le but d’isoler des microorganismes resistantes a I’herbicide
Apyros(Sulfosulfuron) et capable de I’utiliser comme seule source de carbone et d’énergie,
plusieurs échantillons ont été prélevés a partir d’un sol agricole (de la région d’Ain-
Alkarma) traité par cet herbicide.

L’isolement des microorganismes a été réalise par enrichissement sur le milieu
MSM (minimalsalt medium), contenant I’herbicide étudié comme seule source de carbone
et d’énergie. Ainsi, six souches ont éé isolé et purifie (sur le milieu GN et OGA).

L’etude des caracteres morphologiques, macroscopique, microscopique et
biochimiques permet de rapprocher les souches isolées aux genres: Micrococcus,
Arthrobacter, Acinetobacter, Streptococcus, Pseudomonas et Penicillium.

Parmi ces souches, deux bactéries sont testée pour leur aptitude a dégrader ce
méme herbicide sur le milieu Minéral liquide additionné de I’Apyros (0,1g/L). Le suivi de
la dégradation de cet herbicide est réalisé par spectrophotométrie, les résultats montrentune
croissance microbienne révélée par I’augmentation de [I’absorbance du milieu,qui
s’accompagne parune diminution des absorbance des surnageants de chaque culture, qui
traduit une diminution de la concentration de cet herbicide au cour du temps d’incubation.

Mots clés : microorganismes, herbicide, Apyros, sulfosulfuron, tolérance, biodégradation.
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Abstract:

In order to isolate microorganisms resistant to the herbicide Apyros (sulfosulfuron) and
able to use as a sole source of carbon and energy, severa samples were collected from afarm
soil (in the region of Ain-Alkarma) processed by this herbicide.

The isolation of microorganisms was performed by enrichment on MSM medium
(minimal salt medium) containing the herbicide studied as sole source of carbon and energy.
Thus, six strains were isolated and purified (the GN and OGA middle).

The study of morphological, macroscopic, microscopic and biochemical enables
matching of strains isolated genera Micrococcus, Arthrobacter, Acinetobacter, Streptococcus,
Pseudomonas and Penicillium.

Of these strains, two bacteria are tested for their ability to degrade this herbicide on the
same liquid mineral medium supplemented with the Apyros (0.1g / L). The monitoring of
degradation of the herbicide is carried out by spectrophotometry, the results show microbial
growth revealed by the increase in absorbance of the medium, which is accompanied by a
decrease in absorbance of the supernatants of each culture, which reflects a decrease the
concentration of the herbicide in the heart of the incubation time.

K eywor ds. microorganisms, herbicide, Apyros, Sulfosulfuron, tolerance, biodegradation.
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| solement et caractérisation de microorganismes capales de dégrader I’herbicide Apyros
(sulfusulfuron) a partir d’un sol agricole contaminé par le méme herbicide.

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplédme de Master en : Ecologie Microbienne.

Résume:

Danslebut d’isoler des microorganismes résistantes a I’herbicide Apyros (Sulfosulfuron) et
capable de I’utiliser comme seule source de carbone et d’énergie, plusieurs échantillons ont été prelevés
a partir d’un sol agricole (de la région d’Ain-Alkarma) traité par cet herbicide.

L’isolement des microorganismes a été réalisé par enrichissement sur le milieu MSM  (minimal
salt medium), contenant I’herbicide étudié comme seule source de carbone et d’énergie. Ainsi, six souches
ont é&éisolé et purifie (sur le milieu GN et OGA).

L’étude des caractéres morphologiques, macroscopique, microscopique et biochimiques permet
de rapprocher |es souches isolées aux genres : Micrococcus, Arthrobacter ,Acinetobacter, Streptococcus,

Pseudomonas et Penicillium.

Parmi ces souches, deux bactéries sont testée pour leur aptitude a dégrader ce méme herbicide
sur le milieu Minéral liquide additionné de I’ Apyros (0,1g/L). Le suivi de la dégradation de cet herbicide
est réalisé par spectrophotomeétrie, les résultats montrent une croissance microbienne révél ée par
I’augmentation de I’absorbance du milieu, qui s’accompagne par une diminution des absorbance des
surnageants de chague culture, qui traduit une diminution de la concentration de cet herbicide au

cour du temps d’incubation.

Mots clés : microorganismes, herbicide, Apyros, sulfosulfuron, tolérance, biodégradation.
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