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Introduction

Le marché des produits phytosanitaires a connu un réel essor dans les années 1940 avec
I’apparition de molécules synthétiques, dont le fameux DDT.L'émergence des pesticides a
produit une révolution économique majeure dans le monde de I'agriculture : amélioration
des quantités et des qualités de produits agricoles. L’apparition de ces produits

phytosanitaires a été considerée comme une étape clé vers I'éradication de la famine.

Selon le rapport de I’Agence Internationale de I’Energie Atomique 2015, Qui a
annoncé que la productivité a atteint un niveau plus avancé par rapport aux annees
précédentes. Malgré ces avantages, on ne peut pas ignorer les effets néfastes des pesticides

sur la santé et sur I’environnement.

La problématique de I’utilisation des pesticides prenait une dimension internationale
suite a la publication du livre « Le printemps silencieux » de Rachel Carson, La
biologiste américaine mettait en garde sur I’usage de certaines molécules (dont le DDT), en
encourageant une utilisation prudente et responsable, qui tiendrait compte de I'impact des

produits chimiques sur I’ensemble d’un écosystéme (Pflieger, 2009).

En raison du potentiel écotoxique des pesticides, il est nécessaire de connaitre leur
devenir environnemental, la majorité des travaux portent sur leurs dispersions, leurs
dégradations dans les sols et dans les eaux.La recherche des moyens de dégradation de ces

produits est devenue un acte sérieux.

Le développement des systémes de traitement des déchets phytosanitaires représente un
intérét croissant, L’enjeu est majeur, il s’agit d’éviter la pollution de 1’environnement

parles pesticides d’une part et de protéger la santé publique d’une autre part.

Parmi les moyens de dépollution, celles qui utilisent les techniques physico-chimiques,
sont considérées tres couteuses et nécessitent des moyens généralement lourds. On assiste
ces dernieres annees a 1’émergence des techniques biologiques qui sont beaucoup moins
onéreuses et tres efficaces (Logman, 2009).Ces procédés font appel aux microorganismes

capables de biodégrader ces polluants.

Le but essentiel de notre travail est la recherche et I’isolement de microorganismes,
Qui tolérent et utilisent le fongicide procure (722g/l de Promamocarb) comme seule
source de carbone et d’énergie. Ce pesticide qui appartient a la famille des carbamates, est

largement utilisé en Algérie et trés peu étudié.
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La partie bibliographique, comporte des informations sur les pesticides notamment le

fongicide Propamocarb.

La partie matériel et méthodes est basée sur trois étapes :

e L’isolement et la recherche des microorganismes capables de tolérer de fortes
concentrations du fongicide procure.

e Mettre en évidence la capacité des isolats, a utiliser le fongicide Propamocarb
comme seule source de carbone et d’énergie.

e l’identification présomptive des souches actives.
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. La pollution

1. Définition

La pollution peut étre définie comme :

L’introduction des substances ou d’énergie dans I’environnement par I’homme qui cause

des risques a la santé, aux ressources biologiques et aux systemes écologiques (Ray et
Harrison, 2001).

2. Les formes de pollution :

2.1. Pollution du sol :

Accumulation notable des eléments minéraux, organiques ou pathogénes en quantité telle
que leur présence peut revétir un danger pour les organismes vivants ou compromettre une
ou plusieurs grandes fonctions au sol et I’'usage qui fait habituellement a ce milieu
(Mathieu et Lozet, 2011).

2.2. Pollution de ’eau :

La pollution de I’eau est une dégradation qualitatif; signifie une perte de pureté par
contamination, résulte d’un événement ou d’un processus qui réduit 1'utilit¢ de 1’eau

(Stellman, 2002).

Les polluants chimiques et/ou leur produits de transformation qui sont potentiellement
susceptible d’une photolyse directe, comprennent des polluants transportes vers 1’eau de
surface par décharge ponctuelle directe ou par ruissellement provenant des zones urbaines

ou rurales (oecd, 2008).
2.3. Pollution de I’air

De nombreuses recherches montrent que 1’air véhicule des substances polluantes produites
par I’homme. La pollution de 1’aire diminue sa qualité change de petit a petit I’atmosphére

et le climat (Atelier Sorcier asbl, 2008).
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I1. Pollution par les pesticides

1. Définition
Le terme pesticide est la contraction de 1’anglais Pest : représente un animal ; plante ou

insecte nuisible ; et le suffixe cide provenant du latin caedre signifiant : tuer.

Selon la directive du conseil européen (1991), un pesticide est une préparation contient
un ou plusieurs substances actives protéger les végétaux contre tous les organismes

nuisibles.

Selon I’édition du conseil de ’Europe, 1992 cet agent chimique ou biologique peut étre
appliqué sur les cultures soit avant soit aprés la récolte pour protéger le produit contre la

détérioration durant 1’entreposage et le transport.

2. Classification des pesticides

Les pesticide sont classés selon plusieurs critéres : leur utilisation ; les caractéristique

chimique et selon le microorganisme visé.

o Les fongicides : des produits anticryptogamique, sont destinés a lutter
contre les champignons parasites.
o Les Herbicides : désherbage contre les plantes parasites.

o Les Insecticides : destruction des insectes nuisibles.

3. Les avantages et les inconvénients des pesticides
3.1. Les atouts

e Protéger les cultures contre les organismes nuisibles : dans la nature de nombreuses
agressions peuvent faire obstacle au bon développement des plantes : insectes ravageur
maladies (champignons, bactéries, virus), mauvaises herbes...etc. Les produits
phytosanitaires ont pour réle de protéger la production agricole contre ces menaces ils
englobent différentes familles de produits.

e Assurer des récoltes réguliéres : les pesticides protégent les récoltes contre les maladies

provoquées par champignons les insectes et les mauvaises herbes, ces agressions

g
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susceptibles de survenir a chaque étape de la culture nuisent a la production et a la qualité

des récoltes.

Maintenir la qualité des aliments : I’utilisation de produits phytopharmaceutiques contribue
a récolter des produits sains bons et appétissants qui évitent certaines allergies ou
intoxications al’homme par exemple : le développement de datura (mauvaise herbe) dans

les cultures Iégumieres peut conduire a la présence de graines toxiques.

3.2. Les risque sur I’environnement
L’impact sur I’environnement est pris en compte avant la mise sur le marché de pesticides.

Risque de pollution de 1’eau : ’eau est précieuse au quotidien, qu’il s’agisse de boire, Se
laver ou se baigner, I’amélioration de la qualité des eaux est donc un enjeu majeur, il faut
limiter au maximum la probabilité de retrouver des traces de pesticides dans les nappes

phréatiques ou les eaux superficielles.

Risque de pollution de I’air : lorsqu’un pesticide est pulvérisé pour protéger une culture,
une part du produit peut se volatiliser, ainsi des produits phytopharmaceutique sont parfois
détectes dans 1’air a des concentrations excessivement faibles, de 1’ordre du nano gramme

(soit un milliardiéme de gramme) par métre cube.

Risque de pollution de sol : les pesticides sont utilisés pour protéger les cultures, ils
agissent parfois au niveau des racines ou bien ils sont utilisés pour assainir les sols, ils
rentrent donc en contact avec ce compartiment, il faut donc prévoir leur comportement
c'est-a-dire la maniére dont ils se dispersent et se décomposent pour ne pas mettre en

danger la faune ou les ressources en eau (FAO, 2005).

3.3. Les risques sur la santé :

Depuis les années 1980 I’implication de 1’exposition professionnelle aux pesticides dans la
survenue de plusieurs pathologies, comme le cancer les maladies neurologiques et des
troubles de reproduction. Il est évoquée par des enquétes épidémiologiques, qui ont attiré
I’attention sur les effets éventuels d’une exposition méme a faible intensité, au cours de

période sensibles du développement (feetus et pendant I’enfance).
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Des études scientifiques de personnes exposées a des pesticides comme les agriculteurs et
les applicateurs de pesticides ont trouvé des taux élevés de cancers du sang et du systeme
lymphatique, les cancers de la levre, de I’estomac, du poumon, du cerveau, de la prostate et
du mélanome et d’autres cancers de la peau. Selon I’institut national de cancer les
pesticides tel que le DDT qui est interdit par la loi mais qui était autrefois utilise dans
I’agriculture, ce produit se dégrade lentement et entraine une accumulation dans la chaine

alimentaire et des résidus persistants dans la graisse corporelle (Denis, 2007).

La plupart des effets chroniques ou retardés des pesticides vont apparaitre a la suite
d’expositions d’intensités plus faibles, mais répétées et se caractérisent par des troubles
neurophysiques et comportementaux ou par des atteintes du systeme nerveux central a
I’origine d’atteintes neurodégénératives (Multigner, 2005).Les pesticides fait partie des
causes de parkinson le risque est plus grand au zone rurale et en cas d’exposition aux

herbicides ou aux pesticide(Perkin, 2002).

Les troubles de reproduction :

Une expérience a eté fait sur un lapin mal pour montrer les effets secondaire d’un
fongicide sur la fertilité, cette expérience vise a étudier I’effet d’un fongicide
organométallique -le Manebe- sur les parametres de la fertilitt chez le lapin
male Oryctolaguscuniculus. Le fongicide a été appliqué a raison de deux doses: 1g /L et 2
g /L pendant 04 semaines successives. Les parametres de fertilité y compris le poids
testiculaire, quelques caracteres biologiques des spermatozoides et le taux de la
testostérone ont été étudiés. Les résultats révelent qu’il y a une diminution significative
dans le poids des testicules, la concentration et la mobilité des spermatozoides, et une
augmentation significative dans les malformations morphologiques des spermatozoides
chez les individus traités. D’autre part 1’administration du fongicide entraine une

diminution significative dans le taux de la testostérone (Djabali et Khelili, 2009).

Les principaux troubles de la reproduction concernent le feetus qui est exposé par sa mére.
Les conséquences sont des avortements spontanés, des enfants mort-nés et des
malformations congénitales. Il est souvent invoque aussi une baisse de la fertilité qui est

peut-étre dd a une perturbation endocrinienne (Amiard, 2011).

g
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4. Comportement et devenir des pesticides dans le sol

La construction et la mise en ceuvre de modeles numériques de simulation nécessitent la
formalisation et la hiérarchisation de I’ensemble de phénomeéne implique dans le devenir
des pesticides dans les sols: phénomene de rétention et de dégradation, modalités de

transport en relation avec la circulation de 1’eau et des particules.

Deux types de sorties des modeéles sont recherchées : les cinétiques de dissipation ,
c’est -a-dire la variation des concentrations en fonction du temps , permettant de prévoir la
persistance des pesticides : et I’étendue des phénoménes de transfert , en particulier ,
I’entrainement en profondeur directement lié a la mobilité des produits en relation avec les
phénomeénes de rétention, la persistance et la rétention des pesticides sont respectivement
paramétrer par une durée de demi vie et un coefficient d’adsorption . D’une maniére
générale, plus un produit est retenue dans le sol moins il est mobile et moins il va présenter
des risques de contaminations des nappes. Plus un produit est persistant ; plus longtemps il
va rester dans le sol, avec des problémes possibles d’accumulation et plus il aura
d’occasion d’étre soumis a des phénomenes de transferts entrainant une contamination des
nappes. Ces deux parametres permettent de classer les pesticides par rapport a leur

caractére polluant potentiel. (Barriuso, 2004).

5. Processus de dégradation des pesticides

La dégradation des pesticides reste un phénomene mineur ne contribue le plus souvent
qu’a la perte du pouvoir biocide spécifique de la maticre active et a I’introduction dans le

milieu de nouvelles structures chimiques (Regnault, 2014).

Le processus de dégradation est un facteur de dépollution majeur des compartiments
environnementaux contaminés par les pesticides s’il aboutit toutefois a une minéralisation

totale (Cemagref, 2011).

Ce processus définit la persistance du produit et sa durée d’action, ceci a des conséquences

sur son efficacité biologique (Regnault, 2014).

Parmi les parameétres qui affectent la dégradation des pesticides, on distingue la stabilité
chimique de la molecule, la température, I’humidité’ de la microflore (Cemagref, 2011) et
le PH du sol (Regnault, 2014).

e
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Il est généralement convenu que les deux forces de dégradation les plus actives sur les
produits chimiques dans 1’environnement sont les microorganismes et la lumiére du soleil

(Fumio et al; 2012).
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Figure 01 : Processus impliqués dans le devenir des pesticides dans les sols (Barriusso
etal., 1994)

5.1. La dégradation abiotique

Ou par la lumiere, la dégradation photochimique se produit sous 1’effet des radiations

solaires (Regnault, 2014).

Certains pesticides présentent une trés bonne activité biologique en serre, lorsqu’ils sont
protéges du rayonnement UV, mais pas en champs lorsqu’ils sont exposés a la totalité de la
lumiere solaire. Une dégradation photochimique par le rayonnement UV est alors

suspectée (Maxime, 2015).
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5.2. La biodégradation

Le devenir de pesticides dans I’environnement est affecté par ’activité microbienne
(Aisalbie et lloyed, 1995). La dégradation biotique ou biologique dans le sol est realisée
essentiellement par les processus impliquent les microorganismes de toutes sortes, ces

derniers agissent le plus souvent en complémentarité enzymatique (Regnault, 2014).
5.2.1. Microorganismes impliqués dans la dégradation des pesticides

Les actinomycetes ont un potentiel considérable pour la biotransformation et la
biodégradation des pesticides. Les membres de ce groupe de bactéries a Gram positif sont
capables de dégrader des pesticides ayant des structures chimiques trés différentes,
notamment des organochlorés, des s-triazines, des triazinones, des carbamates, des

organophosphorés, des organophosphonates, des acétanilides et des sulfonylurées.

Un nombre limité de ces pesticides xénobiotiques peuvent étre minéralisés par des isolats
uniques, mais des consortiums de bactéries sont souvent nécessaires pour une dégradation
compléte. Le Co métabolisme des pesticides est freqguemment observé dans ce groupe de
bactéries. En comparaison avec la dégradation des pesticides par les bactéries Gram-
négatives (Adinda, 2008)

Il apparait que des résidus chimiques dans les Iégumes sont le plus souvent transmis par le
sol. Des cultures microbiennes capables de dégrader le HCH ont été isolées et utilisées
avec succes sous forme d'un produit, "Agrocure”, pour accélérer la dégradation du HCH
dans le sol. Pseudomonas ptm+ une souche bactérienne pouvant produire un surfactant
cellulaire en présence de HCH, a été caractérisée et utilisée en tant qu'agent de nettoyage,

pour lutter contre les pesticides présents dans les 1égumes (Karanth, 2002).

Le genre Bacillus comprend plusieurs espéces dans le sol et I’environnement, cette bactérie
a approuvé sa capacité a la biodégradation de plusieurs pesticides tel que les
organophosphorés, le chlorpyriphos(Toffaza et al., 2017).

La biodégradation du méthylparathion (MP), un pesticide organophosphoré largement
utilisé, a eté étudiee en utilisant une souche de bactérie nouvellement isolée Acinetobacter
radioresistens USTB-04. MP a une concentration initiale de 1200 mg / L, pourrait étre
totalement biodégradé par A. radioresistens USTB-04 comme seule source de carbone en
moins de 4 jours en présence de phosphate et d'urée comme sources de phosphore et

d'azote, respectivement (Fang-yao et al., 2007).
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6. Le Co-métabolisme

Le Co-métabolisme est un phénomene important qui influence la dégradation des polluants
, Les enzymes catalysant la dégradation des polluants sont exprimées en présence d’un
inducteur qui est généralement le substrat a dégrader ou 1'un de ses métabolites, la
croissance microbienne nécessite 1’apport d’un substrat organique qui sert de source de
carbone et d’énergie , il arrive que les voies cataboliques microbienne puissent transformer

des analogues de leur substrat naturel(Peter et al., 2004).
7. La persistance

La persistance est en fait la capacité pour un composé a demeurer dans le milieu sans
subir aucune transformation, dégradation ou autre. C’est une caractéristique trés importante
lorsque I'on parle des pesticides, elle affecte son efficacité en tant que pesticide et elle a un
impact sur la qualité du milieu. La persistance est caractérisée notamment par la constante
de dégradation du contaminant. Cette constante indique la vitesse de disparition de la
concentration en contaminant dans le sol. Associé a cette constante, on retrouve le temps
de demi-vie, c'est-a-dire le temps nécessaire pour dégrader 50% de la quantité initiale

rencontrée (Cheng et lehman, 1985).

Les fongicides
1. Définition

Les fongicides sont des produits phytopharmaceutiques (pesticide et agriculture) ou
anticryptogamique sont destinés a lutter contre les champignons parasites ; bactéries virus

pouvant affectent le bon développement des plantes.

Misent au point dans les années 1880, pour lutter contre le mildiou qui est consideré

comme le premier fongicide découvert (scribd).

Les fongicides sont généralement peut solubles dans 1’eau (Davet et Rooxel, 1997) et
peuvent étre détruit par la lumiere exemple chloranile ; et méme par le ph ;... leur demi vie
dans le sol est extrémement variable de 3 a 4 jours captane jusqu’a 365 jours pour le

bynomile (France ministere des affaires étrangeres, 2002).

<



Revue bibliographique

2. Classification des fongicides

Les fongicides sont regroupés dans des familles selon des critéres suivants :

e Selon utilisation

Selon I’utilisation, les fongicides sont classés en deux types :

» Les fongicides préventifs : ces produits agissent par contact et dont le but est d’empécher

que le champignon pénétre dans la plante, ils bloquent la germination des spores et

empéchent le mycélium de coloniser les tissus de son hote, ils sont inefficaces lorsque la

plante est déja colonisée (Agroneo, 2014).

» Les fongicides curatifs : stoppent le développement du champignon déja installés dans la
plante (Berrah, 2011).

e Selon Le mode d’action

Tableau 01 : Classification des fongicides selon le mode d’action (Calvet et al., 2005).

Fongicides

Mode d’action

Famille chimique

Fongicides affectant les
processus respiratoires

Multi-sites

Cuivre ; soufre

Dérives du benzene
Dithiocarbamate
Chloromethyl-mercaptans
Guanidines

Quinones

Hétérocycles azotes
Quinoléines

Triazines

Action sur la chaine respiratoire inhibition du
complexe 2

Amines amides

Action sur la chaine respiratoire inhibition du
complexe 3

Hétérocycles azotes
Oxazolinediones

Strobilurines
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Phosphorylation oxydative

Amines amides
Dérives du phénol

Organo- stanniques

Fongicides agissant sur
les microtubules

Combinaison avec la tubuline

Carbamate
Phenylcarbamate
Hétérocycle azotes

Benzimidazoles

Fongicides stimulateur
de défenses naturelles

Hétérocycles soufre benzothiadiazines

Fongicides  affectant
des biosynthéses

Inhibition de la biosynthése des stérols du

groupe 1

Amines amides
Hétérocycles azotes
Imidazoles
Pyridines
Pyrimidines

Azoles

Inhibition de la biosynthése des stérols du

groupe 2

Amines amides
Hétérocycles azotes
Morpholines

Pipéridines

Effet sur la biosynthése de I’ARN inhibition de

I’ARN polymérase

Amines. Amides

Effet sur la biosynthése de ’ARN inhibition de

| adénosine désaminase

Hétérocycles azotes

Hydroxy-pyrimidines

e Selon le contact:

On distingue classiqguement deux groupes de fongicides

v' Les fongicides systémiques ou pénétrantes dans les plantes

v" les fongicides de contact (Lachuer, 2011).

=
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Tableau 02 : Classification des fongicides selon le contact

Les fongicides de contact :

le soufre : le soufre est tout spécialement actif vis-a-vis des
oidiums contre lesquels il peut étre employé en poudrage ou
en pulvérisation, il agit surtout par ses vapeurs et se
montrera plus efficace par temps chaud (>30°) (Regnault,
2014).

le cuivre : le cuivre est efficace de fagon directe vis-a-vis
des péronosporales, il suscite des modifications
physiologiques dans les tissus superficiels des plantes :
épaississement des parois cellulaires, production de
phytoalexines (Regnault, 2014).

le folpel et captane : ou les dicarboxines : ces fongicides
trés peu toxiques sont en général polyvalents (captane)
(France ministére des affaires étrangeres, 2002).

dithianon : et le chloranil, dichlone ont un large spectre
d’action et sont trés peu toxiques (France ministére des
affaires étrangéres, 2002).

le chlorothalonil : et le dichlofluanide sont de plus en plus
utilisés, ils ajoutent au spectre d’activité des
Dithiocarbamates les oidiums. Les conidies restent
relativement sensibles mais la croissance mycélienne reste
possible en présence de ces produits (Regnault, 2014).

les Dithiocarbamates : parmi lesquels on peut citer : le
Zineb, le manébe, le mancozébe, le propinébe. (Regnault,
2014). Ce sont des dérivés

de D’acide dithiocarbamique, ils sont presque tous non
phytotoxiques, de spectre d’action assez large (France
ministére des affaires étrangéres, 2002).

Les fongicides systémiques ou

pénétrantes :

Ont compris la famille des benzimidazoles, parmi lesquels
nous citerons: le thiabenzadole, le bénomyl, le
méthylthiophanate, le carbendazine(Regnault, 2014).Ce
sont des dérivés du benzéne, se sont en général trés peu
toxiques mais leur dégradation est parfois lente et elles
peuvent s’accumuler dans les tissus adipeux. Ces dérivés
sont employés en traitement des semences ou des sols mais
contre certaines maladies foliaires (France ministére des

affaires étrangeres, 2002).
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Les carbamates

Définition
La famille des carbamate porte non seulement des insecticides mais également des

fongicides et des insecticides (Pousset, 2003).

Les carbamates sont des insecticides de synthése constitués d’esters organiques de I’acide

carbamique (Valade, 1985).

Quelques carbamates sont utilisés comme analogues de ’hormone mue et d’autres ont une
efficacité ovicide. Ce sont en général des neurotoxiques qui agissent comme les

organophosphores.

Les carbamates pénétrent dans la cible essentiellement par contact et par ingestion. Seul le

carbofuran est cité pour agir par inhalation.

Certains carbamates ont un trés large spectre d’action : 1’aldicarbe est doté de propriétés
insecticides, acaricides et nématoides. Le carbofuran agit sur les insectes, les myriapodes et

les nématodes. Ces substances sont aussi trés toxiques pour I’homme.

2. Structure chimique des carbamates.
En général, on a trois classes de carbamates pesticides sont connues :

Insecticides (NH_CH3) (activité anticholin-estérase).
Herbicide (NH_gpe aromatique)
Fongicide (NH_gpebenzimidazole).
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DITHIOCARBAMATES
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Figure 02 : Formule chimique des carbamates (John Eurotxt, 2002).

3. Propriétés physicochimiques des carbamates

Les carbamates sont des composés globalement non volatiles ; lipophiles, peu solubles
dans I’eau, solubles dans la majorit¢é des solvants organiques. Ils se décomposent

rapidement par photo dégradation, donc un risque faible de contamination a long terme.

4. e mode d’action des carbamates

4.1. Les carbamates insecticides

Les organophosphorés et les carbamates prennent la place de I’acétylcholine en se fixant
sur son site d’interaction avec 1’acétylcholinestérase. Il en résulte un blocage des sites
d’action suivi d’un accroissement rapide de 1’acétylcholine qui peut s’accumuler jusqu’a
260% de la normale (champs, 1985). La propagation de I’influx nerveux est bloquée et
I’insecte meurt de paralysie (Darriet, 2007).
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4.2. Les carbamates fongicides

Les séries des thiocarbamates et dithiocarbamates agissent en libérant des isocyamates ou

du thirame, molécules actives qui bloquent les groupements S_H des enzymes perturbant

ainsi le métabolisme des champignons a trois niveaux.

Inhibition de 1’oxydation du glucose.

Inhibition de la synthése d’acide nucléique.

Inhibition de la dégradation des acides gras.

. Le Propamocarb

1. Définition

Selon la data base 2018 de ’université Hertfordshire

Le Propamocarb est une molécule chimique qui appartient a la famille des carbamates,

avec un mode d’action Systémique, absorbé par les racines et les feuilles des plantes. Il

inhibe la synthése des lipides (Tableau 3).

Tableau 3 : propriétés physico-chimique du Propamocarb.

Type de pesticide

Fongicide

Famille chimique

La famille des carbamates

Formule chimique

C9H20N202

La masse moleculaire

188.3

Autres appelation chimique

propyl [3-(dimethylamino) propyl] carbamate

propyl 3-(dimethylamino) propylcarbamate

propyl (3-(dimethylamino) propyl) carbamate

La FRAC : classification de la résistance de | 28
fongicide
Généralité Ininflammable ou explosif

Seuil de préoccupation toxicologique

(classe Cramer)

Elevé (classe 1)

La persistance dans le sol

30 jours

=
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2. Conséquences

Selon le rapport de la FAO (Food & Agriculture Org, 1987), des monographies
toxicologiques étaient faites sur le Propamocarb :

Des études toxicologiques a court terme :

Un groupe de souris 10 males et 10 femelles a recu le pesticides dans leur régime
alimentaire pendant 5 semaines a des concentrations 0. 50. 500 .5000 ppm

Les examens cliniques tel que ophtalmoscopie, hématologie analyses des urines, examen
de la moelle osseuse, la mesure de pois et méme I’observation du changement du
comportement ont été étudié.

Les statistiques signifie une diminution trés notable des lymphocytes a partir des analyses
de la moelle osseuse, pour les males la diminution commence a partir de la dose 50 ppm,
pour les femelles a partir du la dose 500 ppm, aussi une diminution de cholestérol pour les

deux sexes dans les mémes concentrations.

Alongterme :

Un développement des tumeurs mortelles.

Fongicides commerciaux a base de Propamocarb

1. PROCURE

Procure est un fongicide sous forme de solution liquide absorbé par les racines, il est
dotéde propriétés systémiques et conseillé pour la lutte contre le champignon du sol
pythium et phytophtora, qui provoquent la pourriture des racines sur plants en pépiniére et
le contrdle du mildiou sur la culture de pomme de terre. Composé de 722g/l Propamocarb
(figure 03).

2. PROPLANT

D’aprés I’avis du 1’agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation : est un
fongicide composé de 722¢g/l de Propamocarb-HCL (pureté minimale 93%), se présentant

sous forme d’un concentré soluble. Appliqué en pulvérisation.
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* Les propriétés physico-chimiques du Proplant
N’est pas hautement inflammable, ni auto inflammable a température ambiante

Le PH d’une dilution aqueuse de la préparation a concentration de 1% est de 5.3 a 20°C.
2. Les maladies traitées par le fongicide Procure

Le Pythium

Les Pythium sont des champignons du sol, parasites de nombreuses plantes potagéres et de
grandes cultures. Leur présence sur les semences vient essentiellement de semences
récoltées dans de mauvaises conditions, de plantes versées ou déja parasitées par d’autres

organismes (champion, 1991).

Les Pythium sont surtout connus pour s’attaquer précocement a la tomate dans les
pépiniéres ou a la suite de semis en plein champ, affectant les semences ou les jeunes

plantules avant ou apres la germination (Blancard, 2009).

Les attaques de Pythium se manifestent au niveau du collet et des racines ; ce qui a pour
conséquence un amincissement de la jeune plantule, qui prend une teinte brun clair avant
de se faner et de tomber sur le sol. Passant d’une plantule a 1’autre, la destruction peut étre
extrémement rapide sur la ligne de semis. Les plantes attaqués plus tardivement sont moins

vigoureuses, jaunissent ou se dessechent (champion, 1991).

Le Phytophthora

Les Phytophthora sont des champignons attaquant les racines fines et entrainant leur
nécrose (Drenou, 2006). L’armillaire se distingue trés nettement du phytophthora par son
mycélium blanc « en peau de chamois » observable entre le bois et 1’écorce, au niveau des

raines et du collet (Bourgeois, 2004).

Lorsque la destruction des fines racines est lente et peu intense, 1’arbre arrive a compenser
par la régénération de nouvelles racines. D’autres Phytophthora sont responsables de la
maladie de I’encre se manifestant par des Iésions chancreuses suintantes au niveau du
collet (écoulement visqueux noiratre produit en réaction contre le parasite). Ces
symptomes peuvent étre accompagnés d’un dépérissement des arbres comme chez le
Chataignier ou chez les aulnes (glutineux et a feuilles en cceur). La maladie se reconnait

alors typiquement par des houppiers clairs du fait de feuilles jaunissantes et de taille

)
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anormalement petite. Les Phytophthora sont des pathogénes primaires d’origine exotique
(Drenou, 2006).

Le Mildiou :

Les Américains désignent sous le nom de Mildew, une maladie de la vigne, occasionnée
par une sorte de moisissure dont la caractéristique est d’envahir particuliérement les
feuilles de cet arbuste, de les dessécher et d’amener leur chute prématurée. Le mildiou est

constitue par un champignon microscopique le Peronospora viticola (Patrigeon, 1887).

Le mildiou se développe sur tous les organes verts de la vigne : les rameaux herbacés,
les fruits et les feuilles, on ne le voit jamais sur le bois aouté et il n’existe que dans des cas

spéciaux sur les raisins a maturité (Viala, 1893).

|
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1. Traitement du sol

2 située a I’université des fréres Mentouri

Le 07 Mars 2018, une zone du sol 1m
Constantine 1, a été traité superficiellement par le fongicide Procure (722 g/IPropamocarb)

a la dose recommandeée (1 ml/L).

Figure 03 : Le fongicide Procure.

2. Echantillonnage

Aprés 1 mois et demi de traitement du sol par le fongicide procure, les 5 premiers
centimétres du sol sont écartes, puis a I’aide d’une spatule stérile, 420g du sol est prélevée

et récupérée dans un flacon stérile (pochon et tradieux, 1962).

3. Milieux et réactifs

Le fongicide Procure (722g/IPropamocarb) a été obtenue a partir d’un magasin des
produits phytosanitaires a Didouche Mourad, Constantine.

Le milieu Minimal Salt Medium (MSM) (annexe 1), additionnée du fongicide procure est
utilisé pour tester la capacité des isolats a utiliser ce méme fongicide comme SSCE.

Le milieu minéralISP9 (annexe 1), additionné de fongicide procure comme une source de
carbone et d énergie, est utilisé pour tester la capacité de quelques souches d’actinomycetes
précédemment isolées par Mme Zermane.F (Laboratoire de biotechnologie microbienne), a

dégrader ce fongicide.
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Un milieu GN (gélose nutritive), est utilisé pour le repiquage des souches isolées.

Le milieu ISP2 (annexe 1) est utilisé pour la purification des actinomycétes.

4. lsolement de microorganismes dégradants le fongicide procure
4.1. Enrichissement

Dans un Erlenmeyer de 250 ml, contenant 90ml du milieu MSM et le fongicide procure
a la dose recommandée (1ml/l), 10g du sol contaminé par le fongicide Procure sont ajoutés

stérilement.

Cette expérience est réalisée en triple, les cultures sont ensuite incubées a 30°C, sous

agitation a 150 tours/min pendant 7 jours.

Aprés incubation, des dilutions décimales jusqu'a 10~° sont effectuées, a partir de chaque

erlenmeyer.

1ml de chaque dilution est ensemencé en masse sur milieu MSM solide, additionné de
fongicide Procure a une concentration équivalente alm/l, puis Incuber a30°C pendant
10jours (vijay, 2013).

4.2.  Sélection des souches dégradantes de Procure

Puisque, aucune colonie n’a poussé sur milieu MSM solide plus fongicide, des
ensemencement sur milieu GN supplémenté du fongicide procure, sont effectués a partir

des dilutions décimales réalisées, puis Incubées a 30° pendant 24 a 48heures.

5. Purification de quelques souches d’actinomycétes

Des souches d’actinomycétes précédemment isolées par madame Zermane.F
(MAAUMC1) sont purifiees sur milieu ISP2 et incubées a 30°C pendant 21 jours, dans le

but de tester leur capacité a tolérer et dégrader le fongicide procure.

&
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6. Teste de tolérance des bactéries isolées et dessouches

d’actinomycetes purifiées vis-a-vis du fongicide Procure

Les souches bactériennes isolées, sont ensemencées en surface sur milieu GN

additionné du fongicide Procure, a différentes concentrations.
*La dose recommandée (DR)(1mi/l)

*La DRfois 2

*La DR fois 5

*La DR fois 10

La tolérance des souches d’actinomycétes purifiées vis-a-vis a Procure, est testéesur milieu

ISP2 avec les mémes concentrations précédentes.

7. Mise en évidence de la biodégradation de fongicide Procure par les

souches d’actinomycétes

Pour chaque souche d’actinomyceéte, un erlenmeyer de 250 ml contenant 90ml du
milieu MSM et additionnée du fongicide procure (1ml/l), est ensemencée, puis

incubéea30°C sous agitation (150tours/min) en obscurité.
Des prélévements périodiques, sont effectués chaque 24 heures pendant 10 jours.

La capacité des actinomyceétes a dégrader le procure est estimée par mesure de leur
croissance (DO) a 600nm (Deepti et Abhinav, 2015).

8. ldentification présomptive des souches actives

Dans cette étape, les bactéries tolérant de fortes concentrations du fongicide Procure, et
capables de 1’utiliser comme SSCE, sont caractérisées par des examens macroscopique,

microscopique et quelques testes biochimiques.
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8.1. Examen macroscopique
C’est I’observation visible a I’ceil nu de ’aspect des colonies :

» La forme des colonies (punctiforme, circulaire, filamenteuse, irréguliére, ,
fusiforme.).

» Lataille (grande, moyenne, petite).

Y

La couleur (blanche, jaune ...etc.).

» La pigmentation : certaines bactéries produisent un pigment insoluble qui donne un
aspect bien caracteéristique a la colonie. Tandis que d’autres produisent un pigment
soluble qui diffuse et colore le milieu.

» L’élévation (plane, élevée, convexe, bombée, bossue).

A\

Le bord ou le contour (régulier, ondule, lobe, dentelé, filamenteux, boucle).

» L’opacité (opaque, translucide, transparente).

8.2.  Examen microscopique

Cette observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules
d'une espece microbienne. Elle comprend I'examen a I'état frais,l'examenapres coloration,

le plus souvent sur frottis séchés et fixés.

8.2.1. Examen a I’état frais

Une observation microscopique entre lame et lamelle des bactéries vivante en milieu

liquide.
8.2.2. L’examen apres coloration de Gram :

La méthode de coloration du Gram permet de séparer le monde bactérien en deux :

e Bactéries ayant réagi a cette méthode de coloration : Gram +

e Bactéries n’ayant pas réagi a cette méthode de coloration : Gram - (Stora, 2013).
En suivant les principales étapes de protocole classique :
o La réalisation d’un frottis sur lame de verre :

Etalement d’une colonie bactérienne avec une goutte d’eau distillé, puis séchage al’air

libre et fixez a la flamme du bec benzene.
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o La coloration de frottis :

¢+ Par le violet de gentiane pendant 30 secondes, puis rincage.

%+ Mordancage ou la fixation au lugol pendant 20 secondes, puis ringage.

+¢+ Décoloration rapide a I’alcool (ou alcool + acétone) pendant 10 secondes.

¢ Recoloration a la safranine ou a la fushine pendant 30 secondes a 1 minute, puis

rincage et séchage (clos , 2012).
Observation a immersion X 100.
o Untest avec le KOH est réalisé pour assurer les résultats :

Sur une lame : une colonie bactérienne est déposé + une goutte de KOH, a 1’aide de 1’anse

de platine on vérifier la formation d’un filament :

— Formation de filament : Gram négatif.

— Pas de filament : Gram positif.

8.2.3. La technique des lamelles

Pour I’observation microscopique des actinomyceétes une culture sur milieu ISP2 solide

est nécessaire selon la méthode suivante :
A T’aide d’une pince ; des lamelles stériles sont plantées au milieu ISP2 a 45°.

Les gouttes des suspensions bactériennes sont déposées aux fontes entre les lamelles et le
milieu. Incubation pendant 10 jours a 30°C. la lamelle est retirée soigneusement de la
gélose, entrainant avec elle des fragments des mycéliums de substrat aérien non dénaturés,
elle est ensuite deposee sur une lame puis examinée a emersion, au microscope optique
(Oskay et al., 2009).

S
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Figure 04 : Technique des lamelles sur milieu 1ISP2

8.3.  Les testes biochimiques

8.3.1. La recherche de I’oxydase

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines

respiratoires cytochromiques bactériennes.

Ce test est fondé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire.
Sur une lame, on dépose un disque d’oxydase ; une goutte d’eau distille est ajouté, plus la

colonie bactérienne a testé.

En présence d’oxygene atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme oxyde le réactif

pour former un compose coloré en violet ¢’est I’indophénol (Delarras, 2014).

8.3.2. Larecherche du catalase

La catalase est une enzyme qui décompose le peroxyde d’hydrogéne. Sur une lame, une
colonie bactérienne est déposée, plus une goutte d’H202, le résultat est dit positif, s’ily a

une observation des bulles d’aires (Clontz, 2008).

8.3.3. La recherche de la mobilité

L’appréciation de la  mobilitéest  réalisésur ~ milieu  mannitol  mobilité

nitrates.L.’ensemencement est fait par une piqure centrale au tube (Dellarras, 2010).

L’incubation se fait pendant 24h a 30° C.
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8.3.4. Utilisation du citrate de Simmons comme source de carbone

Ce milieu ne contientqu'une seule source de carbone: lecitrate. Seules les

bactéries capables d'utiliser le citrate peuvent pousser sur ce milieu.

L’incubation se fait pendant 24h a30°C.

8.3.5. Utilisation du Glucose, Lactose et saccharose et la production de I’H2S

Le milieu Triple Sugar Iron proposé par (Hajana, 1945), principalement utilisé pour la
caractérisation biochimique des Entérobactéries et des Salmonella. Il permet de mettre en
évidence en 24 h I’attaque du glucose, du lactose et/ou saccharose ainsi que la production

de sulfure d’hydrogene et du gaz (Delarras, 2010).
L’incubation se fait pendant 24ha30°C

9. Conservation des souches

Pour la conservation des actinomycetes, des tubes du milieu ISP2 inclinés, sont
ensemencés et incubés a30°C pendant 21 jours, puis conservés a 4°C.

Les souches bactériennes autres que les actinomycetes, sont ensemencées sur milieu GN

inclinée puis incubées a 30°C pendant 24h a 48h et conservees a4°C.
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Recherche de microorganismes dégradants le fongicide procure

1. Isolement des microorganismes capables d’utiliser le fongicide Procure
comme SSCE

Apres enrichissement et ensemencement des dilutions sur milieu MSM solide
additionné du fongicide procure comme SSCE, aucune colonie n’est apparus sur ce milieu,
ce qui indique que notre échantillon ne contient aucune souche capable d’utiliser le
fongicide procure comme seule source de carbone et d’énergie.(Mei-Hsing et al., 2010)
ont montré que le Propamocarb peut étre dégradé par Mycosphaerell pinodes en présence

d’une autre source de carbone par Co métabolisme.

Le Co-métabolisme est un phénoméne important qui influence la dégradation des
polluants , Les enzymes catalysant la dégradation des polluants sont exprimées en présence
d’un inducteur qui est généralement le substrat a dégrader ou I’un de ses métabolites, la
croissance microbienne nécessite ’apport d’un substrat organique qui sert de source de
carbone et d’énergie , il arrive que les voies cataboliques microbienne puissent transformer

des analogues de leur substrat naturel(Peter et al., 2004).

2. Purification de souches d’actinomycétes

Trois souches d’actinomycéetes (Al, A6 et Al2), précédemment isolées par Mme
Zermane.F (Maitre Assistantes « A » attachée au laboratoire de microbiologie appliquée)
sont purifiees sur milieu ISP2, dans le but de tester leur capacité a tolérer le fongicide

Procure et de ’utiliser comme SSCE.

3. Sélection des souches résistantes au fongicide Procure a différentes

concentrations

La dilution 107® de chaque culture est ensemencée sur milieu GN additionné du
fongicide Procure a différentes concentrations (dose recommandée (DR), DRx2, DRx5,
DRx10).

Les souches d’actinomycétes purifiées, sont ensemencées sur milieu ISP2 additionné

de fongicide Procure avec les mémes concentrations precédentes.

=
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Apreés incubation, 12 souches bactériennes ont pousse sur GN a la DR du procure et sur
la DRx2 alors que seulement 2 souches notees X2 et X6, croissent sur la concentration
DRx10.

Les actinomycetes tolérent toutes les concentrations (DR, DRx2, DRx5, DRx10). On
note que la croissance microbienne est inversement proportionnelle avec 1’augmentation
des concentrations. L’aspect macroscopique des souches isolées est représenté sur (les

figures : 5,6, 7, 8, 9, et 10).

Les 12 souches isolées sur GN, présentent une bonne croissance sur la concentration
recommandée du fongicide, ceci est due a une ex-adaptation dans leur milieu original qui

est le sol déja contaminé par ce fongicide.

Une fois la concentration augmente (DRx 2 et DRx5), le nombre de souches tolérantes

diminue ce qui indique qu’il ya une inhibition de ces souches par le fongicide Procure.

Lors d’une forte concentration (DRx10), seulement 2 souches peuvent tolérer cette
concentration, ce qui indique que les autres souches sont inhibées et ne peuvent pas se

développer. Donc le Propamocarb a un effet toxique sur ces microorganismes.

Nos résultats sont en corrélation avec plusieurs travaux qui affirme la toxicité des
pesticides sur les microorganismes du sol. En effet Selon (Columa, 1977), les pesticides

peuvent étre toxiques pour les microorganismes du sol.

Une bonne croissance remarquable pour toutes les trois souches (Al, A6 et Al2) a la

dose recommandée et a la double dose.

La souche Al présente une culture meilleure que celle des souches A6 et Al2, a la
dose DRx10.

Selon (De Schrijver et De Mot, 1999), les actinomycetes sont capables de dégrader
complétement ou partiellement les différentes structure chimique des pesticides incluant le
Organochlorines, s-triazines, triazinones, carbamates, organophosphates,

organophosphonates, acétanilides et sulfonylureas.
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Figure 5 : souche Al sur DR de Procure
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Figure 7 : souche Al, DRx5de Procure Figure 8 : souche Al sur DR x10 DC de Procure
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Figure 9 : souche A12 sur DRx10 de Procure  Figurel0 : souche A6 sur DRx10 DE Procure

4. Mise en évidence de la dégradation du fongicide Procure par les

souches d'actinomycetes

La tolérance d'une souche microbienne a un pesticide, n'est pas toujours un indice de sa
capacité de le dégrader, en effet (singh et al., 1999) ont rapportés que le champignon blanc

Trametes hirsutus accumule 1’herbicide Lindane sans le dégrader.

Dans ce but, la dégradation du fongicide procure par les trois souches d’actinomycétes
(A1, A6, Al2), est étudiée, par la mesure de leur croissance (DO) a 600nm sur milieu ISP9

additionné du fongicide procure comme SSCE (tableau 4 et les figures 12, 13 et14).

Tableau 4 : variation de la densité optique des souches Al, A6, A12 au cours des 10 jours

d’incubation sur milieu ISP9 additionnées de fongicide Procure.
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- 0.140 0.218 0.176
- 0.237 0.311 0.159
- 0.814 0.327 0.230
- 0.481 0.209 0.174
- 0.286 0.225 0.534
- 0.016 0.060 0.179
- 0.331 0.226 0.176
- 0.334 0.348 0.167
- 0.254 0.137 0.127
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Figure 11 : variation de la densité optique de la souche Al au cours du temps en présence
du fongicide Procure comme SSCE.
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Souche A6
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Figure 12 : variation de la densité optique de la souche A6 au cours du temps en présence

du fongicide Procure comme SSCE.
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Figure 13: variation de la densité optique de la souche A12 cours du temps en présence du

fongicide Procure comme SSCE.

D’aprés les résultats obtenus, la densité microbienne des souches Al et A6 augmente
au début du 3éme jours, et atteint une valeur presque maximale(0.327) pour la souche A6
et maximale (0.814) pour la souche Al. Alors que, la densité microbienne de la souche

Al2 se croit graduellement et n’atteint sa valeur maximale (0.534) qu'au 7éme jour
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d'incubation. Donc, li ya une dégradation variable du propamocarb par ces trois souches.

On note que, la souche Al est la souche la plus performante.

Selon (De schrijver et De mot, 1999), les actinomycétes ont un potentiel considérable
pour la biotransformation et la biodégradation des pesticides. Ces bactéries Gram positif
dégradent les pesticides avec des structures chimiques différentes, y compris les

carbamates

La densité microbienne des souches Al et A6 se décroit progressivement et atteint une
valeur minimale au 8¢me jour, puis elle augmente une autre fois jusqu’au 10éme jours.
Cette variation de densité peut étre due a 1’apparition de métabolites de propamocarb, ce
qui demande un temps d’adaptation des souches vis-a-vis de ces nouveaux molécules et la
synthése d’enzymes nécessaires a leur dégradation. Selon ( Wolternick et Tasheva, 2005),
le mono dimethyl carbonyl propamocarb, carbonyl propamocarb, carboxy propamocarb,
propamoN  oxide et d’autres sont les métabolites obtenus aprés 1’oxydation de

Propamocarb.
Identification présomptive des souches actives
1. Identification des bactéries

Les deux souches bactérienne qui tolerent la (DRx10), ont subit des testes

d’identification (macroscopique, microscopique et biochimique).

1.1. Aspect macroscopique

La description morphologique des bactéries isolées est représentée dans le tableau 5 et

les figures 14, 15.
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Tableau 5 : Aspect macroscopique des souches X2, X6.

Pigmentation Beige Blanche
Taille Petite Moyenne
Forme Circulaire Circulaire
Aspect Lisse Lisse

Opacité Translucide Opaque
Elévation Bombée Bombée

Consistance muqueuse Mugqueuse

bord Régulier Régulier

Figure 14 : souche X6 isolée sur GN Figure 15 : souche X2 isolée sur GN
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1.2. Observation microscopique
e Etat frais

L’observation microscopique de 1’état frais est représentée dans le tableau 6.

Tableau 6 : Aspect microscopique des souches bactériennes isolées, tolérantes (DRx10).

Souches Forme Regroupement Mobilité
X2 Cocci En amas immobile
X6 Cocci En amas Mobile

e Coloration de gram

Les résultats de la coloration de gram des souches isolées sont représentés dans la

figure 17 et le tableau 7.

Tableau 7 : résultats de la coloration de gram des souches bactériennes isolées,
tolérantes (DRx10).

X2 - Cocci

X6 + Cocci
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Figure 17 : Aspect microscopique des souches bactériennes isolées apres la coloration de gram

(Gx100).

1.3. Caractérisation biochimique :

Les résultats des tests biochimiques des colonies bactériennes X2 et X6 sont
représentées dans le (tableau 8) et les (figures 17, 18, 19, 20, 21, 22).
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Tableau 8 : caractéres biochimiques des bactéries X2, X6.

Oxydase - +
Catalase + +
Mannitol + +
Mobilité - +
Lactose - +
Glucose - +
Saccharose - +
Gaz - -
H2s - +
Citrate + -

Figurel8: souche2 sur mannitol mobilité Figure 19: souche 6 sur mannitol mobilité
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Figure 19 : souche x 2 sur citrate de Simmons

/

Figure 21 : souche x 2 sur TSI

Figure 20 : souche x6 sur citrate de Simmons

Figure 22 : souche x 6 sur TSI
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Les différents caracteres collectés a partir des souches isolées, sont comparés avec
celles décrites dans la neuvieme eédition du Bergey’s Manual of Determinative

bacteriology. L’identification reste présomptive et non confirmative.

Pour la souche X6 : selon les résultats obtenus, il s’agit d’une bactérie Gram positive,
sous forme d’une Cocci, regroupée en amas, oxydase positive, catalase positive ; Donc,
cette souche peut étre classé dans la famille des Micrococcaceae, ces caracteres nous

oriente vers le genre Micrococcus.

(Zheng et al., 2009), ont montré que Microccocus luteus est capable de tolérer la

concentration 100mg/l jusqu’a 250mg/1 de nitrobenzeéne et I’utiliser comme SSCE.

Pour la souche X2 : les résultats de la coloration de Gram, Gram négatif, sous forme de
Cocci, regroupée en amas, catalase positive, oxydase négative ; nous oriente vers le genre

Acinetobacter.

Selon (Subramaniam et al., 2012), Acinetobacter tandoii tolére des différentes
concentrations des fongicides complexes a base de carbamates tel que le Benlate, le

Captane, le Bavistin et le Thiram.

2. Identification des actinomycetes
2.2.1. Observation macroscopique des actinomycétes

L’aspect macroscopique des actinomyceétes purifiés est représenté dans (tableau 9) et la

(figure 23, 24, 25).

Tableau 9 : les caractéres macroscopiques des actinomyceétes purifiés.

Ronde Petite Blanche Plat Opaque Séche
Ronde Petite Gris clair Plat Opaque Séche
Ronde Petite Gris Plat Opaque Seéche

N
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Figure 23: souche Al sur ISP2 Figure 24: souche A6 sur ISP 2

Figure 25 : souche A12 sur ISP2
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2.2. Observation microscopique des actinomycetes

Les lamelles sont retirées de la gélose et déposées sur une lame puis observées au
microscope optique (Gx100). (Les figures 26, 27).

Figure 1: mycélium aérien d’Al Figure 28 : mycélium de substrat d’A1

Pour la souche la plus performante Al, les hyphes du mycélium de substrat sont fins,
ramifiées, non sporulés et non fragmentés. |l pénétre dans la gélose, pour ensuite donner
naissance a un mycélium aérien long, ramifié et porte de longue chaine de spores. Les
chaines de spores sont formées par fragmentation du mycélium aérien, ces caractéres

nous orientent vers le genre Streptomyces

(Gauger, 1986), ont montré que les Streptomyces sont capables de se développer sur

plusieurs insecticides commerciaux a base de carbamates.
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Conclusion

Notre objectifde travail est la recherche de microorganismes tolérants le fongicide Procure

(722g/1 Propamocarb) et capables de I’utiliser comme seule source de carbone et d’énergie.

Dans ce but,un solforestiersitué a UMCL1 et traité par le fongicide Procure est utilisé pour
I’isolement par enrichissement sur milieu MSM additionné du fongicide procure a la dose

recommandée (1ml/l) comme seule source de carbone et d’énergie.

Aucune croissance n’a été détectée sur le fongicide procure comme seule source de

carbone et d’énergie.

L’isolement de souches tolérantes de fongicide est effectué sur milieu GN solide plus le
procure a différentes concentrations (dose recommandee (DR), DR fois 2, DR fois 5, DR
fois 10).

12 souches bactériennes sont isolées, parmi celles-ci, deux seulement sont capables de
tolérer la dose recommandée fois 10.

Dans le méme but des souches d’actinomycétes (Al, A6, Al2), précédemment isolées par
Mme Zermane (MA a UMCL1), sont purifiées sur milieu ISP2.et montrent tous une

résistance au fongicide procure a fortes concentrations.

La dégradation du fongicide procure par les trois souches d’actinomycetes (Al, A6, A12)
est éstimée sur milieu ISP9 minéral liquide additionné du Procure comme seule source de
carbone et d’énergie, par mesure de la croissance (DO) a 600 nm au cours de 10 jours, les
résultats obtenues montrent qu’il ya une dégradation du Propamocarb traduite par
I’augmentation de la densité microbienne au cours du temps, pour les trois souches, et elle

est maximal pour la souche Al.

Les deux souches tolérantes du procure a forte concentration sont identifiées d’apres leurs
caractéres culturaux, macroscopiques, microscopiques et biochimiques, qui permettent de

les rapprochées aux deux genres : Acinetobacter et Micrococcus.

L’ensemble des caractéres microscopiques et macroscopiques permet de rapprocher la

souche Al, au genre Streptomyces.

<
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Perspectives

e Confirmation de la biodégradation du fongicide Procure par la technique d’Hplc.

¢ ldentification des metabolites de biodégradation du fongicide Propamocarb par

spectrométrie de masse .
e |dentification biomoléculaire des souches actives.

e Utilisation de ces souches dans la dépollution des sols contaminée par le méme

fongicide.
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Annexe 1
Les milieux

Milieu Gelose Nutritive
Extrait de viande 1 g

Extrait de levure 2 g

Peptone 5¢g

Chlorure de sodium 5g
Agar 15¢

Eau distillée 1000ml

Ph=7.4+2

Milieu Mineral Medium Salt
ZnS04 0.01mg

MgS04.7H20 0.5g

CaCl2.2H20 10mg

K2HPO4 0.05g

(NH4)S04 0.5¢

FeCI3.H20 10 mg

Eau distillée 1000 ml

Ph=7

Milieu I1SP2

Extrait de levure 4g
Extrait de malt 10g
Glucose 4g

Eau distillée 1000ml
Ph=7.3
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Milieu isp9
(NH4)S04 2.64 g
K2HpO4. 2.38 g
K2HpO4.3H20 5.65 g
MgS04.2H20 1g
Solution Saline 1 ml
Eau distillée 12000ml
Ph=6.8 - 7.0

La Solution saline

CuS0O4.5H20 0.64qg
FeS04.7H20 0.11g
MnCI2.4H20 0.79g
ZnS04.7H20 0.15¢g
Eau distillée 100 ml

Les milieux des testes biochimique utilises

Milieu mannitol mobilité
Peptone 20 g

Nitrate de potassium 1g
Mannitol 2g

Rouge de phénol 40 mg
Agar4g

Eau distillée 1000 mi
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Ph=8.1

Milieu citrate de Simmons

Citrate de sodium 1 g

Chlorure de sodium 5 g

Sulfate de magnesium 200mg
Dihydrogenophosphate d’ammonium 1 g
Monohydrogenophosphate de potassium 1g
Bleu de bromotymol 80 mg

Agar 13 g

Eau distillée 1000 ml

Ph=6.8

Milieu triple sugariron bio-rad
Extrait de viande 3g

Extrait de levure 3g

Peptone 20 g

Chlorure de sodium 5 g

Lactose 10 g

Saccharose 10 g

Glucose 1 ¢

Sulfate ferreux ammoniacal 300 mg
Rouge de phénol 24 mg
Thiosulfate sodium anydre 300 mg

Agarllg
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Eau distillée 1000 ml
Ph=7.4
Annexe 2

Lecture des tests biochimiques

Test TSI :

e Pente jaune : fermentation du lactose et/ou du saccharose.

e Pente rouge : non fermentation du lactose et du saccharose.

e Culot jaune : fermentation du glucose.

e Culot rouge : pas de fermentation du glucose.

e Décollement de la gélose ou présence de poches gaz : production du CO2.

e Couleur noire : production d’H2S.

Utilisation de Citrate comme seule de carbone :

e Virage de I’indicateur au bleu cela correspond a 1’alcalinisation du milieu, la souche est
citrate positif.

Test mannitol mobilité :

» Pour le caractére mobilité :
Culture dans tout le milieu : souche mobile.

Culture le long de la piqure : souche immobile.
» Pour I'utilisation de mannitol :

e Lorsque I’indicateur coloré passe du rouge au jaune ca veut dire qu’il ya une
acidification du milieu, donc, mannitol positif.



Résumé

Résumé

Dans le but de rechercher des microorganismes tolérants le fongicide procure (72%
propamocarb) et capables de 1’utiliser comme unique source de carbone et d’énergie, un sol
forestier (université des freres Mentouri, constantinel), traité par ce fongicide est utilisé
pour l’isolement par enrichissement sur milieu Minimum Salt Medium (MSM) additionné du
fongicide procure a la dose recommandée (1ml/l) comme seule source de carbone et
d’énergie.

Aucune souche n’est capable d’utiliser ce fongicide comme seule source de carbone et
d’énergie, mais deux souches peuvent tolérer sa présence a fortes concentrations (10 fois la
dose recommandée) sur milieu GN. Les deux souches tolérantes du procure sont identifiées
d’aprés leurs caractéres culturaux, macroscopiques, microscopiques et biochimiques, qui
permettent de les rapprochées aux deux genres : Acinetobacter et Micrococcus.

Dans le méme but trois souches d’actinomycétes (Al, A6, A12) précédemment isolées
par Mme ZERMANE.F (enseignante attachée de recherche) sont purifiées sur milieu ISP2 et
approuvent une capacité a tolérer de forte concentration du fongicide étudié.

La dégradation du fongicide procure par les actinomycétes purifiées est estimée par
mesure de leur croissance (DO) a 600 nm sur milieu ISP9 liquide additionné du fongicide
procure comme seule source de carbone et d’énergie. Parmi les trois souches, la souche Al
présente une tres bonne croissance sur ce fongicide par apport aux deux autres souches, qui
est un indice de son potentiel élevé dans la dégradation du propamocarb et qui peut étre de ce
fait utilisée dans la bioremediation des sols pollués par ce fongicide.

L’ensemble des caractéres microscopiques et macroscopiques permet de rapprocher la
souche A1, au genre Streptomyces.

Mots clés : pollution, procure, propamocarb, carbamates, fongicide biodégradation,
tolérance



Abstract

Abstract:

In order to search for microorganisms that are tolerant to the fungicide procures (72%
Propamocarb) and able to use it as a single source of carbon and energy, a forest floor
(University of the Mentouri brothers, constantinel) treated with this fungicide is used. For
enrichment isolation on Minimum Salt Medium (MSM) supplemented with the fungicide
provides the recommended dose (1ml /1) as the single source of carbon and energy.

No strain is able to use this fungicide as the single source of carbon and energy, but two
strains can tolerate its presence in high concentrations (10 times the recommended rate) on
GN medium. The two tolerant strains of the proces are identified according to their
cultural, macroscopic, microscopic and biochemical characteristics, which allow the
approximations to the two genera :Acinetobacter and Micrococcus.

For the same purpose, three strains of actinomycetes (Al, A6, A12) previously isolated by
Mrs. ZERMANE.F (research associate professor) are purified on ISP2 medium and
approve of a capacity to tolerate high concentration of the fungicide studied.

The degradation of the fungicide obtained by the purified actinomycetes is estimated by
measurement of their growth (OD) at 600 nm on ISP9 liquid medium supplemented with
the fungicide provides as single source of carbon and energy. Among the three strains, the
strain Al shows a very good growth on this fungicide by contribution to the two other
strains, which is an index of its high potential in the degradation of propamocarb and
which can be used for the bioremediation of polluted soils by this fungicide.

The set of microscopic and macroscopic characters makes it possible to compare the strain
Al, to the genus Streptomyces.

Key words : pollution, procure, propamocarb, carbamates, biodegradation, fungicide,
tolerance.
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Résumé

Dans le but de rechercher des microorganismes tolérants le fongicide procure (72% Propamocarb) et
capables de I’utiliser comme unique source de carbone et d’énergie, un sol forestier (université des fréres
Mentouri, constantinel), traité par ce fongicide est utilisé pour I’isolement par enrichissement sur milieu
Minimum Salt Medium (MSM) additionné du fongicide procure a la dose recommandée (1ml/l) comme
seule source de carbone et d’énergie.

12 souches bactériennes sont isolées, parmi celles-ci, deux seulement sont capables de tolérer de fortes
concentrations du fongicide étudié (la dose recommandée fois 10). Aucune souches n’est capable d’utiliser
ce fongicide comme seule source de carbone et d’énergie. Les deux souches tolérantes du procure a forte
concentration sont identifiées d’aprés leurs caractéres culturaux, macroscopiques, microscopiques et
biochimiques, qui permettent de les rapprochées aux deux genres : Acinetobacter et Micrococcus.

Dans le méme but trois souches d’actinomycétes (Al, A6, Al2) précédemment isolées par Mme
ZERMANE.F (enseignante attachée de recherche) sont purifiées sur milieu ISP2 et approuvent une capacité
a tolérer de forte concentration du fongicide étudié.

La dégradation du fongicide procure par les actinomycétes purifiés est estimée par mesure de leur
croissance (DO) a 600 nm sur milieu ISP9 liquide additionné du fongicide procure comme seule source de
carbone et d’énergie. Parmi les trois souches, la souche Al présente une trés bonne croissance sur ce
fongicide par apport aux deux autres souches, qui est un indice de son potentiel élevé dans la dégradation du
Propamocarb et qui peut étre de ce fait utilisée dans la bioremédiation des sols pollués par ce fongicide.
L’ensemble des caracteres microscopiques et macroscopiques permet de rapprocher la souche Al, au genre
Streptomyces.

Mots clés : Pollution, Procure, Propamocarb, carbamates, fongicide, biodégradation, tolérance

Laboratoire de recherche : laboratoire 14

Jury d’évaluation :

Président du jury :  RIAH Nassira (MC UFM Constantinel),
Rapporteur : ZERMANE Feriél (MA « A » - UFM Constantinel),
Examinateur : MERGOUD Lilia (MA « A » - UFM Constantinel).

Date de soutenance : 01/07/2018



	01-Page-de-garde micro.pdf (p.1)
	Remerciement.pdf (p.2)
	Dédicace.pdf (p.3-4)
	sommaire.pdf (p.5-8)
	Liste des tableaux.pdf (p.9-11)
	Liste-des-abr__viations.docx; filename= UTF-8''Liste-des-abréviations.pdf (p.12)
	introduction MICRO final.pdf (p.13-14)
	biblio micro2018 (1).pdf (p.15-31)
	matériel et méthodes micro final (1).pdf (p.32-38)
	resultat.pdf (p.39-53)
	Conclusion micro final.pdf (p.54-55)
	refer.pdf (p.56-60)
	Annexes.pdf (p.61-64)
	Résumé.pdf (p.65)
	abstarct.pdf (p.66)
	التلخيص.pdf (p.67)
	resumé micro final.pdf (p.68)

