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Abstract

Abstract

From tow samples Saharan ecosystems (Ouargla soil and a sebkha in the region of El-
Oued), 11 actinobacteria were isolated on 2 media ISP2 and a minimum medium of
vandermess contained a dose 1 g/l of the insecticide Deltaplan 12 ULV. 6 strains were
selected and tested for their ability to degrade 5 herbicides (Mustang 360 SE, Granstar 75
DF, Pallas 45 OD, Cossack OD and Flouazifop) and 2 insecticides (Deltaplan 12.5 ULV
and Cyrpa 25 EC). These pesticides are the most used in Algeria according to a survey
conducted at the CCLS center in Constantine. Concentrations of (0.5, 1, 3,6 and 12 g/ I)
of each pesticide were added to the minimum medium to determine the maximum
concentration tolerated by our isolates. The results show that Granstar 75 DF is the most
degraded herbicide by our actinobacteria. While the least biodegradable is Cyrpa 25 EC.
Two of the isolated actinomycetes C1 and C2 are the only ones who have showen an
ability to degrade the 7 pesticides exceptionally of Cyrpa 25 EC which is degraded only by
the C1 strain. According to the morphological characteristics, these two isolates are related
to the genus Streptomyces. These two active strains can be used for the bioremediation of

arid agricultural soils polluted by these pesticides.

Key words: Actinobacteria, insecticides, herbicides, biodegradation, bioremediation.
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Introduction

La pollution causée par les activités agricoles et ’'usage des produits phytosanitaires
représente un cas typique de pollution multiple et généralisés de tous les compartiments de
I’environnement. Elle constitue un sujet de préocupation majeur et un probléme d’actualité
(Craven, 2005).

Depuis plusieurs décennies, les systémes agricoles sont fondés sur le recours aux
pesticides de synthéses comme seul moyen permettant d’assurer une protection rapide et
efficace contre les différents ennemies des cultures (Calvet et al., 2005). Toutefois, si le
role des pesticides est d’abord apparu essentiel, leurs effets secondaires nocifs ont éte
rapidement mis en évidence. En effet, ces substances, peuvent en paralléle exercer un effet
désastreux sur I’environnement et sur de nombreux organismes particulierement les

animaux et ’homme.

Le développement des systemes de traitement des déchets phytosanitaires, représente un
intérét croissant. L’enjeu est majeur, il s’agit d’éviter la pollution de I’environnement par
les pesticides d’une part et de proteger 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 derniéres années a
I’émergence des techniques biologiques qui sont beaucoup moins onéreuses et trés
efficaces (Logman, 2009). Ces procédes font appel aux microorganismes capables de

biodégrader ces polluants tres variés.

L’agriculture Saharienne en Algérie est en pleine expansion. Elle n’est malheureusement
pas a I’abri de 1’usage des pesticides. L urgence de sélectionner des souches microbiennes
indigénes, capables de biodégrader ces pesticides et de résister aux conditions difficiles du
Sahara. Ces techniques de sélection utilisent les sols pollués afin de récupérer des souches
résistants et déja habituées a la présence de ces polluants. Les sols Sahariens de I’ Algérie
représentent des écosystémes particuliers. L’exploration de ces sols dans des travaux
relativement récents a montré une biodiversité microbienne importante (Sabaou et al.,
1992, Boudemagh, 2007).

Les actinomycetes peuvent représenter un moyen de lutte efficace, grace a leurs
aptitudes physiologiques et métaboliques trés avantageuses. Spécialement grace aux
multiples enzymes extracellulaires produits par ces bactéries et a la capacité de production
de spores par la plus part de ces bactéries, qui favorise leur propagation et persistance dans
les sols (Ensign, 1978).  Malgré ces atouts, ce groupe bactérien n’a pas beaucoup fait

-
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I’objet d’études de biodégradation des pesticides, comparativement aux autres

microorganismes (Sasikala et al., 2012).

Le but essentiel de notre travail est d’isoler et d’étudier la capacité des actinomycétes
provenant du sol Saharien de la région de Ouargla et d’une sebkha d’EI-Oued a utiliser
différents pesticides comme seul source de carbone et d’énergie. Dans cette étude nous
nous somme d’abord assigner a réaliser une enquéte au pres des organismes spécialises.
Cette prospéction nous permettera d’orienterestigations, vers les pesticides les plus utilisés

en Algérie.

La partie bibliographique, comporte des informations générales sur les effets néfastes
des pesticides et leurs dans la nature. Il est question aussi de donner un état de lieu des
travaux réalisés sur la biodégradation des pesticides par les actinomyceétes et les autres

microorganismes. Une partie concernant les actinobactéries est également envisageable.
La partie matériel et méthodes est consacrée a :

- L’isolement des actinobactéries provenant de sol saharien et d’une sebkha.
- Mettre en évidence la capacité de ces isolats a utiliser quelques pesticides comme
seule source de carbone et d’énergie.

- Une pré- identification des souches actives.




Revue

bibliographique






Chapitre 01 Effets néfastes des pesticides et comportement dans I’environnement

1-1 Historique

Selon (Calvet et al., 2005), I’utilisation des pesticides en agriculture remonte a
I’antiquité comme 1’indique I’emploi du soufre cité par Homeére et celle de I’arsenic
signalé par Pline I’ancien (Figure N° 01), utilis¢é comme insecticides. Depuis la fin du
XVII éme siécle, a la méme époque I’utilisation de la nicotine a été recommandée par Jean
de la quintinie (1626-1688) aprés la découverte de ses propriétés toxiques. Cependant,
c’est lorsque de grave épidémies avaient apparus surtout au cours des XIXeéme et XXeme
siecles, que des propriétés biocides de nombreux produits chimiques apparaissent et
prennent une grande importance. L’apparition en Europe en 1845du mildiou de la pomme
de terre a contribué largement a ces progres. Parmi les pesticides les plus utilisées au cours
de XIXeme siécle, les fongicides a base de sulfate de cuivre, en particulier la fameuse
bouillie bordelaise (mélange de sulfate de cuivre et de chaux) mise au point par A.
Millardet (1838-1902) qui en proposa 1’utilisation en 1885.L’arsenic de plomb a été utilisé
en Algérie en 1888 autant qu’insecticide pour lutter contre I’Eudémis de la vigne. Ensuite a
partir de la 2éme guerre mondiale, le DDT (Dichlorodiphényle trichloroéthane) de la
famille des organochlorés, dont les propriétés insecticides ont été découvertes par miiler et
weissman en 1939, a connu un grand succes (lutte contre le Paludisme). D’autres produits
herbicides ont été découverts par Zimmerman et Hitchcock en 1942. Le plus connu est
I’acide 2,4-dichlorophénoxy-acétique (2,4-D) pour désherber les mauvaises herbes qui

poussent avec les céréales comme le blé.

Apres 1950, des insecticides tres efficaces ont été découverts appartenant aux familles
chimiques des organophosphoreés et des carbamates comme la malathion et le parathion.
Les fongicides organiques développée durant cette période appartiennent a diverses
familles chimiques (les strobilurines, les composés hétérocycliques, ben imidazoles ....).
Les herbicides ont aussi connu un important développement, avec 1’apparition des urées

substituées (linuron, diuron...).

Dans les années 1970-1980 apparait une nouvelle classe d’insecticides, les pyrétrinoides

qui dominent le marché des insecticides.

Les produits spécifiques impliquant une connaissance toujours plus poussée de la

physiologie du ravageur ou de sa cible ont aussi été mis sur le marché (Tissut et al., 2006).

.



Chapitre 01

Effets néfastes des pesticides et comportement dans I’environnement

Evolution des produits

HERBICIDES FONGICIDES INSECTICIDES
Avant 1900 | Sulfate de cuivie @ Soufre <) Nicotine D
Sulfate de fer Sels de cuivre
1900 - 1920 | Acide sulfurique | @® Sels d'arsenic ®
1920 - 1940 | Colorants nitrés | | @
1940 - 1950 | Phytohormones. .. & Organo-chlorés @
Organo-phosphorés
1950 - 1960 | Triazines, Urées & Dithiocarbamates | @ Carbamates ' @
substituées Phtalimides
Carbamates '
1960 - 1970 | Dipyridyles, ® Benzimidazoles [
Toluidines. . .
1970 - 1980 | Amino-phosphonates ® | Triazoles ® Pyréthrinoides &
Propionates. . Dicarboximides Benzoyl-urées
Amides, Phosphites {requlateurs
Morholines ® |de croissance)
1980 - 1990 | Sulfonyl urées L)
1990 - 2000 Phénylpyrrales @
YYVYYY | Suobiurines — JYYYVY 1y

Figure N° 01: Evolution chronologique de I’'usage des pesticides (données U.1.P.P).

1-2 Définition des pesticides

Le mot pesticide composé de deux parties: le suffixe « cide » qui a pour origine le verbe

latin «caeder» qui signifie « tuer ». On lui a adjoint la racine anglaise « Pest » qui signifie

animal ou plantes nuisibles a la culture (Colin, 2000).

Les pesticides sont des substances ou préparations permettant de lutter contre les

ennemis des cultures et des produits récoltés. Leur composition élémentaire et leur

structure chimique trés variées sont a la base de propriétés physico-chimiques et

biologiques tres diverses. (Amadou, 2013).

Il existe, parallelement, de nombreuses autres appellations des pesticides telles que

produits phytosanitaires, produits agro-pharmaceutiques, produits antiparasitaires, les

produits phytopharmaceutique, ou encore produits agri sanitaire (Belmonte et al., 2005).




Chapitre 01 Effets néfastes des pesticides et comportement dans I’environnement

1-3 Composition des pesticides

Un pesticide comprend une ou des substances actives (ou matiéres actives) et des
matieres additives. Les substances actives ne sont pas utilisées telles quelles mais elles sont
formulées. Selon (Fournier et al., 2002), la formulation des pesticides vise a assurer une
efficacité optimale a la substance active et a en faciliter I’application pour 1I’agriculture. Le
produit commercial est donc un mélange de plusieurs composants il contient la substance

active associée a divers formulant :

- les diluants (solvants, charges).

- les additifs (matiere colorante ou odorante).

- les adjuvants (produits destinés a améliorer la performance de la substance active)
qui peuvent eux-mémes présenter une certaine toxicité pour la plante traitée et
I’utilisateur (Fournier et al., 2002).

1-4 Formulation des pesticides
1-4-1 Les pesticides formulés sous forme solide

lIs sont généralement de pré-semis et de prélevée et sont utilisés sur sols nus. Les
granulés doivent diffuser lentement dans le sol. Les phytosanitaires peuvent étre inclus
dans des microcapsules poreuses de polyméres (polyamides...) de diamétre moyen
(25um). Elles peuvent étre dispersées en suspension dans 1’eau (Devaut, 2007). Pour les
formulations solides, on rencontre les granulés solubles (SG), les poudres mouillables
(WG) (Amatrope, 2000).

1-4-2 Les pesticides formulés sous forme liquide

IIs sont utilisés au cours de la post-levée, a des stades déterminés le plus souvent par le
nombre de feuilles des plants. Les épandages aériens, encore pratiqués sur les foréts,
mettent en ceuvre des pesticides liquides ou micro-encapsulés (Devaut, 2007). Concernant

les formulations liquides trois types sont utilisés (Amatrope, 2000) :
-Les concentrés solubles (SL), composés des produits solubles dans I’eau.

-Les concentrés émulsionnables (EC, composés des produits liquides en émulsion dans le

produit.

-La suspension concentrée (SC), composés de particules solides dispersées dans le produit

-



Chapitre 01 Effets néfastes des pesticides et comportement dans I’environnement

1-5 Le marché des pesticides
1-5 -1 Le marché mondial

Le marché mondial des pesticides représente environ 40 milliards de dollars. 1l est stable
depuis les années 2000 (UIPP, 2011). Les Etats-Unis sont le premier consommateur
mondial de pesticides, suivent 1’Inde, la France (1% consommateur Européen), puis

I’ Allemagne.

La France est en 2012 le troisieme utilisateur mondial de pesticides a usage agricole,
aprés les Etats-Unis et le Japon et le Premier utilisateur de pesticides en Europe. Selon

1’Union des industries de la protection des Plantes (UIPP).

Le Japon utilise 12 kg/ha et le 1% consommateur de pesticides a I’hectare, 1’Europe
3kg/ha, les Etats-Unis 2,5kg/ha et I’Inde 0,5 kg/ha

Selon la publication de I’UIPP (2011), le chiffre d’affaire (CA) mondial le marché des

phytosanitaire a progressé de 15 %.

. Afrique Europe
Asie a9 27,7%
26,4% e aia

Ll

Amérique du
Nord

Amérique latine 19,1%

22,9%

Figure N° 02: le marché mondial des pesticides dans le monde (UIPP, 2011).

D’aprés la méme source, les herbicides sont les plus utilisés sur ’ensemble des cultures
dans le monde (47% du marché) (Figures N° 02). En Europe et en Amérique du nord, les
herbicides représentent70 % a 80% des produits utilisés alors que Les fongicides
représentent prés de 26% et les insecticides 24% (UIPP, 2011).

1-5-2 le marché en Algérie :

L’agriculture algérienne, considérée dans son ensemble, n’est pas une grande utilisatrice
de pesticides, comparativement, a celles d’autres pays (Etats-Unis, France et Japon, entre

autres). En effet, selon les données de 1’Union des Industries de la Protection des Plantes

-
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(UIPP, 2009) et de la FOASTAT (2014), le marché algérien des pesticides représente 6,09
% du marché africain, qui, a son tour, représente 4,14% du marché mondial. Cependant,
certains secteurs, a I’exemple des cultures maraichéres sous serres, sont, fortement,

utilisateurs de pesticides.
1-6 Domaines d’utilisation des pesticides

Les pesticides sont utilisés en agriculture mais ont également de nombreux autres

usages non agricoles.

Dans D’agriculture les pesticides sont utilisés pour assurer une meilleure stabilité du
rendement agricole de plus, ces produits chimiques ont la capacité de réduire la perte des
récoltes par les maladies fongiques, les insectes et méme les rongeurs lors de leur
entreposage. Finalement la protection des batiments agricoles et les matériels d’élevage
est la raison la plus importante de I’utilisation de ces produits (Calvet et al., 2005). En
vue de la conservation de produits industrielle en cours de fabrication textiles, papier vis-
a-vis des moisissures dans les circuits de refroidissement. En médecine pour éviter les
épidémies humaines transmissibles par des vecteurs comme le cas du paludisme
transmissible par les moustiques, ou méme la protection contre la maladie de
trypanosomiase ou maladie de sommeil (mouche tsi-tsi). Les pesticides sont également
utilisés comme moyen de protection par exemple les matériaux et le bois (UITA, 2004).

1-7 Classification des pesticides
1-7-1 Le premier systéme de classification

Tient compte la nature chimique, la substance active qui compose majoritairement les
produits phytosanitaires. Selon (Calvet et al., 2005), celle-ci est donnée par ca composition
élémentaire, sa composition fonctionnelle et par sa structure c'est-a-dire par I’arrangement
dans I’espace des atomes qui constituent la molécule. Les principaux groupes chimiques

sont cités dans le tableau au dessous.
1-7-2 Le deuxiéme systéme de classification

Repose sur le type de parasites a contrdler il existe principalement trois grandes
categories de pesticides selon la nature des cibles visées : les herbicides, les fongicides et
les insecticides (Tableau N° 01).

8
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Tableau N° 01: Systeme de classification des produits phytosanitaires (EI Mrabet, 2008).

Deuxiéme systeme de classification Premier systeme de classification
En fonction de la Spectre d’action En fonction de la nature chimique de
cible la substance active
Herbicides Les végétaux rentrant en

concurrence avec les
plantes a protéger en
ralentissant leur
croissance.

Fongicides Les champignons ou
encore les bactéries
résponsables des phyto-
maladies.

Organochlorés

e Organophosphorés
e Les carbamates
Insecticides Protection des plantes e Les pyréthrynoides
contre les insectes. e Les triazines
Acaricide Acariens. e Les urées-substituées
Némanticides Contre les vers du groupe
Nématodes.
Rodonticides Contre les rongeurs
Molluscicides Contre les limaces et les
escargots
Taupicides Contre les taupes
Corvicides et Contre les corbeaux et les
corvifuges autres oiseaux, ravageurs

des cultures.

1-8 Mode d’action des pesticides
1-8-1 Les herbicides

Peuvent agir sur les adventices se trouvant en concurrence avec une culture donnée.
Suivant leur dose et leur période d’utilisation, ces composés peuvent étre sélectifs ou non

sélectifs en possédant différents modes d’actions sur les plantes, ils peuvent étre :

- Perturbation de la photosynthese (les triazines) et la division cellulaire (les
carbamates) et inhibition de la synthése des caroténoides (isoxazolidinones).

-
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- Inhibiteur de la synthése des lipides (les cyclohexanediones), la synthese des acides
aminés (les acides phosphoriques) et de cellulose (les benzamides) (Louchahi,
2015).

1-8-2 Les insecticides

Les insecticides agissent par contact, par inhalation ou par ingestion des molécules
par I’insecte. lls interviennent en éliminant ou empéchant la reproduction des insectes

avec différentes manieres : (Louchahi, 2015).

- Les insecticides agissant sur la respiration cellulaire (phenoxypyrazole....).
- Les insecticides de type regulateurs de croissance (thiadiazines...).

- Les insecticides agissants sur les systémes nerveux (Organophosphorés).
1-8-3 Les fongicides
IIs peuvent agir différemment sur les plantes comme étant : (Louchahi, 2015).

- Des fongicides affectant les processus respiratoires (dithiocarbamates) ainsi que la
division cellulaire (benzilidazoles).
- Inhibiteurs de la biosynthese des stérols, des acides aminés ou des protéines et le

métabolisme des glucides.
1-9 Effets des pesticides
1-9-1 Effet sur la contamination des eaux et la faune aquatique

La contamination des eaux par les pesticides est impliquée dans pres d’un quart des cas
de non-conformité des eaux destinées a 1’alimentation humaine (IFEN, 2002). IFEN
(2004) avancait que 80% des eaux de surface et 57% des eaux souterraines analysée
présentaient des concentrations en phytosanitaires supérieures au seuil de potabilisation et

induisaient la perturbation du milieu aquatique.

L’emploi des produits phytosanitaires et leurs dérivés peuvent provoquer un risque
élevé pour les communautés d’espéces aquatiques par la mortalité des poissons, les

mollusques, les petits crustacés, les algues et les plantes aquatiques (Aissaoui, 2013).

-
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1-9-2 Effet des pesticides sur les sols

Les effets des pesticides sont trés diverses et affectant plusieurs fonctions de la
microflore des sols (Clavet et al., 2005). En effet plusieurs ¢tudes ont montré que 1’emploi
massif de pesticides peut avoir des répercussions majeures sur les autres invertébrés
(Relayea, 2009). Les pesticides peuvent affecter la fertilité du sol a long-terme mais leurs
action est mal connue et elle dépend de plusieurs facteurs, ces substances affectent aussi
les vers de terre, le mycorhize symbiotique et d’autre organisme (Isenring, 2010). Le
nombre, les caracteres physiques et chimiques et la diversité de la flore microbienne

peuvent étre aussi modifiées par les pesticides (Kucharski et al., 2016).
1-9-3 Effet des pesticides sur la microflore du sol

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
résistants aux pesticides ou pouvant l'utiliser comme source de carbone. Cela se traduit par
des réajustements microbiens pouvant étre associés a des modifications de caractéristiques
physiologiques de la microflore des sols et a une diminution de la diversité des
microorganismes (Columa, 1977; Barriuso et al., 1996). Une étude d'impact de
I'utilisation prolongée de pesticides dans un agrosystéme cotonnier, menée par (Hussain et
al., 2001), a révelé que l'endosulfan, le profenofos, 1’alphametrine et le methamidophos
diminuaient la population bactérienne. La méme observation a été faite par (Mider et al.,
2002) sur un sol cultivé en pomme de terre traitée par du dinoseb et du glufosinate.
Concernant la population totale de champignons, le dimethoate entrainait une diminution
de la population de champignons alors que I'endosulfan, le monocrotophos, le profenofos
et le methamidophos la stimulaient. Une autre étude réalisée par (Eisenhauer et al., 2009),
indiqgue que Certains insecticides organophosphorés (comme le dimethoate) peuvent
réduire I’activité et la biomasse des micro-organismes de sol. Tandis que d’autres (comme

le fosthiazate) peuvent contrairement augmenter la biomasse microbienne.
1-9-4 Effets des pesticides sur les plantes visées

Les insecticides n’ont pas vraiment d’effets marqués sur les végétaux. Toutefois des
perturbations de croissance de plantes par des composés organochlorés ont été observées
ainsi que des effets toxiques sur les algues. En revanche, les herbicides peuvent avoir des

effets trés dommageable et cela en deux circonstances. Le premiers correspondant aux
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transfeéres sur les végétaux voisines d’une culture traitée et relevé des pratiques de
traitements mise en ceuvre. La deuxiéme concerne la persistance des herbicides (Clavet et
al., 2005).

1-9-5 Effets des pesticides sur la faune sauvage

Tous les organismes sont successibles d’étre exposés aux pesticides et d’en subir des
effets néfastes. Les effets sur les oiseaux, les poissons et les mammiféres ont été souvent
décrits. Les insectes non visé n’y échappent pas également et le cas le plus médiatisé est
celui des abeilles (Clavet et al., 2005). L’empoisonnement de la faune sauvage dépende de
la toxicité d’un pesticide, de la quantité appliquée, de la fréquence, de moment et de la
méthode de pulvérisation (par exemple la pulvérisation fine a tendance a étre emportée
par le vent), de climat, de la structure de la végétation et de type de sol. Les insecticides,
rodenticide, fongicide, (pour le traitement de semence) et les herbicides, encore plus

toxique, menacant la faune sauvage qui y est exposée (Isenring, 2010).
1-9-6 Effets des pesticides sur les humains

Les pesticides peuvent se retrouver dans I’organisme humain directement par ingestion,
inhalation ou pénétration cutanée ou indirectement par ’intermédiaire des sols, des
poussiéres, d’eau ou d’aliments contaminés (WHO, 1992).les résidus de pesticides
peuvent entrainer des désagréments pour la santé comme : des troubles de la reproduction,
le développement du systeme nerveux. Une toxicité neurologique aigue, 1’affaiblissement
du développement neurologique chronologique, un dysfonctionnement des systémes
immunitaires de la reproduction et endocrinien ont également été rapportés (Aissaoui,
2013). L’exposition aux pesticides peut aussi étre la cause du développement de cancer
(Hercegova et al., 2007).Certains pesticides sont aussi considéres comme étant des
perturbateurs endocriniens, c'est-a-dire qu’ils interférent avec les hormones en stimulant
leur action par ailleurs, il a été montré que chez les agriculteurs, les cancers de la prostate

et de I’estomac étaient plus fréquents (Meyer et al., 2003).
1-9-7 Effets des pesticides sur la biodiversité

Les pesticides sont un facteur majeur d’incidence sur la diversité biologique, de méme

que la perte d’habitat et le changement climatique.
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- Les pesticides affectent la faune sauvage directement et indirectement via les sources
d’alimentation et les habitats.

- Les pesticides accumulés le long de la chaine alimentaire, particulierement les
perturbateurs endocriniens, présentent un risque a long-terme pour les mammiféres,
les oiseaux, les amphibiens et les poissons,

- Les insecticides et herbicides a large spectre réduisent les sources de nourriture pour
les oiseaux et les mammiféres. Cela peut amener a un déclin substantiel des

populations d’especes rares (Isenring, 2010).
1-9-8 Effets sur les aliments

L’utilisation en quantités excessives ou I’utilisation sans expérience des pesticides,
laissent inévitablement des résidus de la substance active ou de ces métabolites dans nos
fruits et légumes frais ou transformés (Bhanti, 2007). En effet les aliments comme les
viandes, les ceufs et les produits laitiers peuvent constituer une source importante de ces

substances (Invs, 2013).

En Algérie dans 1’année 2008, les données sanitaires sont édifiantes. Des analyses
réalisées par le centre Algérien du controle de la qualité et I’emballage (CACQE) ont
touché 7.675 échantillons alimentaires, 2.419 échantillons sont déclarés non conformes,
soit 32 % du total. Plus encore, Chelabien 2009, ingénieur agronome, spécialiste en
cultures maraicheres, indique que la moitié des fruits et légumes dont notamment les
poivrons, piments, tomates, poireaux, laitues et épinards, vendus sur les étals,

contiendraient ces substances chimiques trés dangereuses (Amine, 2009).
1-10 Comportement des pesticides dans I’environnement

Lors du traitement des cultures, la majeure partie des quantités de pesticides apportées
atteint le sol (Figure N° 03), soit parce que les pesticides y sont directement appliqués, soit
parce que la pluie a lessivé le feuillage des plantes traitées. Le sol occupe donc une
position centrale dans la régulation du devenir des pesticides dans I’environnement et il
aura un double role de stockage et d’épuration (Barriuso et al., 1996). Les mécanismes qui
gouvernent ce devenir sont nombreux et encore souvent mal connus. Cependant, suivant un

schéma classique, ils peuvent se classer en trois types (Barriuso et al., 1996).

1-La rétention ou les pesticides reste piégé dans le sol (stockage)
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2- La biodégradation (biotique et abiotique).

3- Le transfére (vers I’atmosphére, les eaux de surface, les eaux souterraines)
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Figure N°03: Processus impliqués dans le devenir des pesticides dans les sols

conditionnant leurs efficacités ou leur Caractere polluant (Barriuso et al., 1996).
1-10-1 La rétention

La rétention se réféere a la capacité du sol & retenir le pesticide et & limiter son
déplacement a I’intérieur ou a I’extérieur de la matrice du sol. Ce terme englobe le
processus d’adsorption sur le sol lui-méme, mais aussi d’adsorption dans la matrice et les
organismes du sol, les plantes et les microorganismes (Barriuso et al., 1996). L adsorption
représente le phénoméne majeur d’immobilisation des composés dans le sol. Les sols a
forte teneur en matiére organique absorbent les produits phytosanitaires et limitent ainsi
leur migration avec 1’eau qui percole et circule en surface, d’ou une protection des milieux
aquatiques. Plusieurs liaisons de natures différentes peuvent s’établir entre les molécules
de pesticides et les particules de sol : de vanderwals, ioniques et celles de coordination
(Calvet et al., 2005).

1-10-2 Dégradation des pesticides

La dégradation joue un role important dans le devenir des pesticides en ce qu’elle assure
la transformation de la molécule initiale d'une maniere plus ou moins prononcée, diverses
réactions chimiques et/ou biochimiques peuvent se produire et conduire a la transformation

partielle ou compléte du pesticide.
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Il existe différents parameétres influencant la dégradation des pesticides : la nature du sol
(structure, texture, flore microbienne, oxygénation, matiéres organiques), la teneur en eau,
la température, Le pH.

1-10-2-1 La dégradation abiotique
» La photo-décomposition

Aussi bien dans I’air, a la surface du sol, dans 1’eau ou sur la plante, les liaisons
chimiques entre les atomes des pesticides peuvent étre détruites par photodégradation par
les rayons ultraviolets et les rayons X (Calvet et al., 2005). Les réactions photochimiques
englobent différents types de réactions telles que des oxydations, des hydroxylations, des
polymérisations, déchlorinations, etc. ces réactions se produisent soit directement par
I’excitation du pesticide. Soit par I’intermédiaire d’un autre compose susceptible lui aussi

d’étre excité facilement (Schiavon et al., 1995).
» Ladégradation chimique

Dégradation chimique ou abiotique se produit par des réactions incluant I’hydrolyse,
I’oxydoréduction et I’ionisation (Beltran et al., 2001).Les réactions d'hydrolyse sont
catalysées par la présence d'hydrogéne ou d’ion hydroxyde, d'ou un taux de réaction

fortement dépendant du pH (Gavrilescu, 2005).
1-10-2-2 La dégradation biotique des pesticides

La dégradation biotique des pesticides dans le sol et dans les eaux, est réalisée par la
microflore présente dans ces milieux et consiste en des transformations chimiques dues a
leurs systemes enzymatiques. Les réactions de dégradation des pesticides peuvent se
dérouler a l'intérieur et/ou a I'extérieur des microorganismes (Calvet et al., 2005).

trois mécanismes sont considérés comme étant directement a l'origine de la dégradation
microbienne des pesticides: ce sont le métabolisme direct, le cométabolisme et la

conjugaison.

> Le métabolisme direct

Consiste en wune utilisation des pesticides comme source d'énergie par les

microorganismes. En effet, ils ont besoin d'éléments nutritifs (C,N, P, S, éléments traces)
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d'eau et d'énergie pour croitre et maintenir leur activité. Certains bactéries, sont capables
d'assurer la minéralisation compléte des molécules de pesticide (Calvet et al., 2005).

» Le Co-métabolisme

La dégradation compléte des pesticides et la production de métabolites par ce
processus requiert la participation de plusieurs souches. Les métabolites formés ont des
propriétés différentes de celles du pesticide initial, en particulier celles relatives a leur
transport et leur toxicité. 1ls sont souvent plus polaires et donc plus solubles dans I'eau et

parfois plus toxiques (Calvet et al., 2005).
» La conjugaison

Est un processus au cours duquel des pesticides interagissent entre eux ou avec
d'autres molécules présentes dans la solution du sol, les réactions chimiques étant
catalysées par des enzymes exocellulaires (Calvet et al., 2005). Elle conduit a I'union de
deux molécules par méthylation ou par acétylation. Lorsque la conjugaison réunit plus de

deux molécules on parle de condensation.
1-10-3 Transfert des pesticides
1-10-3-1 Transfert des pesticides vers les eaux souterraines

Les processus de transfert impliqués sont divers et les quantités transférées sont en
fonction des caractéristiques physico-chimiques des pesticides et des sols mais aussi des

conditions climatiques (Beigel et al., 1999).
» La lixiviation

Elle permet, en milieu non saturé en eau, de transférer des pesticides jusque aux
nappes souterraines au cours de I’infiltration. Son importance est fonction du partage avec
le ruissellement. Les modalités d’infiltration de 1’eau dépendent des caractéristiques
pédologiques et expliquent les différences observées entre les prélevements dans des

piézometres voisins (Calvet et al., 2005).
» Le transport particulaire

Les molécules de pesticides associées a des particules colloidales minérales ou

organiques peuvent étre transportées jusqu’aux nappes phréatiques. Les substances
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humiques et d’autres composés organiques colloidaux provenant, par exemple, de lixiviats
de décharges peuvent fixer des pesticides et accroitre leur solubilité apparente dans 1’eau.
De méme, les transferts de pesticides dans les eaux souterraines pourraient trouver une
explication dans la présence de composés organiques colloidaux dans les aquiferes sableux
(Amadou, 2013).

1-10-3-2 Transfert des pesticides vers ’atmosphére

La durée et ’intensité des émissions des pesticides vers 1’atmosphere sont trés variables
selon la nature chimique du composé, le mode d’application et les conditions
pédoclimatiques locales. 1l se fait en deux temps ce transfert peut étre consécutif a un

processus de volatilisation ou par érosion éolienne.
» Lavolatilisation

C’est un processus qui permet le transfert, par évaporation ou sublimation, des
composés du sol ou des plantes vers 1’atmospheére. Dans un premier temps, une partie de
la quantité appliquée se volatilise a la suite d’un déplacement d’équilibre entre la phase
solide ou liquide et la phase gazeuse. Le deuxiéme temps correspond a la dispersion de la
vapeur résultante dans 1’atmosphére par diffusion ou par mélange turbulent. En fonction
des propriétés physico-chimiques des pesticides et des conditions environnementales, des

pertes par volatilisation allant jusqu’a 90% des doses appliquées peuvent étre enregistrées.

Ces derniers semblent plus importants et plus rapides selon La durée et I’intensité des
émissions vers 1’atmosphere sont trés variables selon la nature chimique du composé, le

mode d’application et les conditions pédoclimatiques locales (Amadou, 2013).
» L’érosion éolienne

Sa contribution a la contamination de I’atmosphere n’est pas la plus importante ni la
plus étudiée. Cependant, certains herbicides peuvent étre soumis a ce processus bien que
les quantités émises soient faibles par rapport aux pertes par volatilisation (Amadou,
2013).

1-11 Probléme de Persistance des pesticides

La persistance d’un pesticide dans le sol peut étre considérée d’un point de vue

analytique (durée pendant laquelle la molécule peut étre dosée), agronomique (durée
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pendant laquelle la molécule produit I’effet souhaité, effet phytotoxique sur les mauvaises
herbes par exemple) ou environnemental durée pendant laquelle un pesticide a un effet non
souhaité sur des organismes vivants) (Calvet et al., 2005). D’une maniére générale, plus
un pesticide est retenu dans le sol, moins il est mobile mois il présente de risque de
contamination des nappes. Par contre plus il sera persistant plus il restera dans le sol avec
de possible problémes d’accumulation et plus il aura d’occasion d’étre soumis a des

phénomenes de transfert entrainant une contamination des nappes (Barriuso, 2004).

Certains pesticides comme les organochlorés ont une persistance dans le sol pouvant
varier de quelques heures a plusieurs annees. Ainsi, bien que leur utilisation ait été interdite
ou restreinte depuis des années dans beaucoup de pays, ils continuent d’étre détectés dans

les sols (Hildebrandt et al., 2009).

En Inde, Mishra et ses collaborateurs sont rapportés des concentrations moyennes en
HCH total et DDT assez élevées dépassant 705 ng/g. En chine, dans une étude réalisée
dans des parcs urbains, Dans la méme rubrique, des pesticides de la famille de 1’endosulfan
et du DDT figuraient parmi les pesticides les plus détectés dans les sols bien que leur

application récente n’ait pas été signalée (Bolafos et al., 20011).
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2-1 Introduction

Les populations microbiennes telluriques et aquatiques sont pour la plus part, bien
armées afin d’hydrolyser les molécules les plus divers présentes dans leurs milieux
environnent. Les investigations sur ces différentes aptitudes ont permis de découvrir que
certains microorganismes sont capables de tolérer ou de croitre en présence de fortes
concentrations de pesticides. Ces isolats microbiens ont la possibilité d'utiliser ces
xenobiotiques dans leur nutrition comme seule source de carbone, d'azote ou de phosphore
(Singh et al., 2000). Cette découverte constitue une voie treés intéressante pour
I’élimination biologique et le traitement de ces déchets tres dangereux. D’ailleurs plusieurs
microorganismes du sol, ont montrés leurs capacités a biodégrader une variété importante
de pesticides. Ces capacités métaboliques se traduisent généralement par la production
d’enzymes extracellulaires. Ces biomolécules catalytiques sont gérées par des genes
specifiques dans le patrimoine génétique de ces organismes. La liste de ces bactéries est
trés grande et les chercheurs tentent de trouver le microorganisme le plus efficace, le plus

rapide et le plus adapté aux écosystémes a dépolluer.

Les travaux de biodégradations des pesticides continuent d’affluer jour apres jour, dans
I’espoir d’utiliser ces organismes dans la bioremédiation des sites telluriques et aquatiques
les plus variés. L’enjeu est trés prometteur, car il offre des possibilités économiques et

environnementales trés intéressantes.

2-2 la Biodégradation des pesticides par les actinomycetes

Au cours des dernieres années, les actinobactéries ont attiré I'attention en tant que
candidats a [l'application dans la bioremédiation des sols contaminés (Fuentes et
al., 2010). Ces bactéries omniprésentes, possédent des possibilités de résistances graces
aux spores produites par beaucoup d’entre elles. Cette capacité leur permet une grande
dissémination dans les différents écosystémes. Ces microorganismes sont trés riches du
point de vue métabolique. lls sont capables de s’adapter aux conditions les plus dures et les
plus extrémes. Ce sont donc des candidats potentiels pour la bioremédiation des

écosystemes les plus variés.
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2-2-1 Streptomyces sp

Un nombre important de Streptomyces sont des agents de biodégradation et d’utilisation
de plusieurs composés organophosphosphorés. Certaines souches sont capables de
dégrader le glyphosate par clivage de la liaison C-P accompagnée par la formation d’une
autre molécule «la sarcosine » (Obojska et al., 1999). Certains Streptomyces ont la
capacité de dégrader 1’alachlore, le diuron, le lindane, le chlordane, méthoxychlore et la
cypermethine. (Giri et al., 2005). Dans une étude menée par Benimeli et al., en 2003, 93
colonies appartenant au groupe des actinobactéries ont été isolées a partir des eaux usées et
ont été testés contre 11 pesticides organochlorés notamment 1’Aldrin, chlordane, DDD,
DDE, DDT, dieldin, heptachlor, 1’eptachlorepoxides, lindane et le methoxychlor. Parmi
ces bactéries, quatre souches identifiées comme étant Streptomyces sp ont été selectionnées
pour leurs activités positives contre ces pesticides. Dans un autre travail mené par
(Benimeli et al., 2007), I’étude a démontré que la souche Streptomyces sp M7 isolée a
partir des sédiments contaminés par les pesticides en Argentine et Tucuman, est capable
d’utiliser le lindane comme seule source de carbone. En effet, la présence de I’indane dans
le milieu favorise la synthése de la dechlorinase par Streptomyces sp M7, un caractere
d’intérét pour utiliser cette souche dans la biorémediation des sols contaminés. (Briceno et
al., 2012), ont réalisés un isolement des actinomycetes a partir des sols contaminés par les
pesticides organophosphorés. Deux souches identifiées comme étant Streptomyces sp AC5
et Streptomyces sp AC7 ont montrés une capacité de croitre en utilisant I’insecticide
chlorpyrifos comme apport en carbone. Le résultat indique également que ces deux
souches, sont capables de dégrader 90% de chlorpyrifos aprés 24 heures d’incubation.
Streptomyces. alanosinicus, est une bactéries tres efficaces pour dégrader le carbofuran elle
peut arriver jusqu'a 95% de dégradation en utilisant le carbofuran comme source de
carbone et s'applique aux sols salins pour son aptitudes a vivre dans les sols salins
(Chougale et Deshmukh, 2007). La liste des travaux sur les Streptomyces n’est pas
terminée elle est longue. Les pesticides suivants sont également dégradés par les
Streptomyces, il s’agit de I’atrazine, le carbofurn, le diuron, la cypermethrine, le I’indane
et bien d’autres (Sette et al., 2004; Vancov et al., 2005; Castillo et al., 2006 ; Jayabarath
etal., 2010; Lin et al., 2011).
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2-2-2 Arthrobacter sp

Dans des travaux relativement anciens, la dégradation du diazinon a été également
signalée pour deux souches d’Arthrobacter sp (Barik et al, 1979). La conversion du
glyphosate a I’acide amino méthyl phosphonique par Arthrobacter atrocyaneus a été
étudiée dans les travaux de Pike et Amrhein en 1988). (Huiling et al., 2014) ont montrés
que certaines especes d’Arthrobacter ont un rdle dans la dégradation de plusieurs

pesticides et sont proposées pour le traitement des eaux usees.

2-2-3 Nocardioides sp

Selon (Mulbry, 2000 ) Nocardiodes simplex NRRL B-24074, posséde un systeme
d'enzymes capable de la dégradation du coumaphos. L’utilisation de 1’herbicide mono, di,
et tri chloro phenoxy acétate comme seul source de carbone et d’énergie est démontrée
chez des especes de Nocardioides (Loos et al., 1967). Dans une étude sur la dégradation de
’atrazine, le résultat montre que sauf Pseudaminobacter et Nocardioides sp sont capables
de dégrader I’atrazine. La minéralisation de I’atrazine est rapide chez Pseudaminobacter,
alors qu’elle prend plusieurs jours chez Nocardioides sp. De plus, cette étude montre que le
temps de demi-vie de I’atrazine est de 5 jours pour les Pseudaminobacter inoculé du sol et
de 3 jours pour Nocadioides inoculé du sol (Topp, 2001). Cette étude a montré clairement
I’efficacité de I’application des actinomycetes dans la dégradation de 1’atrazine comparant

aux autres bactéries du sol.
2-2-4 Flavobacterium sp

Le premier microorganisme capable de dégrader les composés organophosphorés a été
isolé en 1973 il a été identifié comme étant Flavobacterium sp (Singh et al., 2006). Un
autre pesticide dégradé par Flavobacterium sp. Est le Coumaphos (Sethunathan et
Yoshida, 1973). Le Diazinon signalé par Sethunathan et Yoshida, en 1973 est également
dégradés par une espece appartenant a Flavobacterium. La voie de la conversion du
glyphosate a I’acide aminom éthyl phosphonique a été observée aussi chez cette bactérie (
(Pipke. et al., 1987 ). L’utilisation de I’insecticides parathion comme source de carbone a

été observe aussi chez Flavobacterium balustinum (Somara et Siddavattam, 1995).
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2-2-5 Rhodococcus sp

La liste des aptitudes de biodégradation des Rhodococcus est longue nous citons ici
quelques exemples. Les Rhodococcus sont des germes trés intéressants par la diversité de
leurs actions dépolluantes sur les hydrocarbures, les pesticides et les herbicides et bien
d’autres molécules polluantes de la nature (Crawford In Pelmont, 2005). La souche
Rhodococcus sp. 0246b décrite par Parekh et al., 1994 est capable d’utiliser 1’herbicide
métamitron comme seule source de carbone en minéralisant partiellement le cycle phényle.
La dégradation du Bromoxynil est assurée aussi par la bactérie Rhodococcus rhodocrous
(Topp etal., 1992).

2-2-6 Nocardia sp

Pour ce genre la souche Nocardia B-1 a été rapportée pour dégrader le coumaphos par
un systeme enzymatique (Mulbry, 1992), (Chacko et al., 1966) montrent que les
actinomycetes du genre Nocardia sont capable de dégrader I’insecticide DDT en DDD par
une réaction de dechlorination et le BCNB en pentachloraniline durant la phase de
croissance. Alors que (Osman et al., 2005) ont étudié l'effet du fongicide azoxystrobine
sur les microorganismes du sol capable de se développer sur les milieux pauvres. lls ont

rapporté que ce fongicide a stimulé la croissance de Nocardia.

2-2-7 Micromonospora sp

Les actinomycetes du genre Micromonospora peuvent dégrader 1’alachlore, le diuron le
lindane, le chlordane, le méthoxychlore et la cypermethine (Giri et al., 2005), ainsi que le
chlorpyriphos, et le methoxychlor (kalia et Gozal, 2011) De plus La croissance de
Micromonospora s'est révélée étre associé a l'application de l'insecticide Endosulfan f.

(Elsaid et al., 2009).
2-2-8 Mycobacterium sp

(Ali et al., 2008) ont constate que Mycobacterium était connus pour avoir une
meilleure adaptabilité aux sols pollués. (Elsaid et al., 2009) ont constaté que 1’ Application
de l'insecticide endosulfan plus 1’urée et les engrais phosphatés ont augmentés le nombre

de Mycobacterium.

N
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2- 3 Autres bactéries et champignons impliquées dans la dégradation des pesticides
2-3-1- Les insecticides
2-3-1-1- Les composés organophosphorés

Les composés organophosphorés sont les insecticides les plus largement utilisés surtout
en agriculture afin de combattre les différents insectes ravageurs. Nous citons dans ce qui

suit quelques insecticides les plus utilisés.

» Le parathion

Le parathion est 1'un des pesticides organophosphorés les plus étudiés (Singh et
Walker, 2006). Pour la plupart des microorganismes capables de dégrader le parathion, la
décomposition de ce pesticide débute par I’hydrolyse de la liaison phospho-triester
(Sharmila et al., 1989 ). En effet, dans une étude sur la dégradation du parathion par des
cultures mixtes de Bacillus sp. il s’avére que la dégradation est assurée par la réduction du
groupe nitro qui est a son tour hydrolysé en p-aminophénol (Sharmila et al., 1989 ). Un
autre rapport de conversion du parathion en paraoxone avant I’hydrolyse des liaisons
phospho-triester a été signalée dans une autre étude par une autre culture bactérienne mixte
(Tomlin, 2000).

Dans une autre étude Singh et Walker en 2006 ont montrés que Pseudomonas sp est
capable d'hydrolyser le parathion pour donner le p-nitrophénol et le thiophosphate de
diéthyle. Ces deux composés sont produits également chez Pseudomonas stutzeri apres la
dégradation du parathion cometaboliquement (Kanekar et al., 2004). Dans des travaux
relativement anciens, plusieurs espéces de Bacillus ont montrés la capacité de dégrader le
parathion par la réaction d’hydrolyse (Nelson, 1982). La méme chose est observée avec
Pseudomonas putida utilisant le parathion comme source de carbone et d’énergie (kumari,
1994). Des travaux similaires ont montrés également la dégradation de ce pesticide par par
Bacillus sp (Sharmila et al., 1989).

» Le malathion
Ce pesticide organophosphoré est largement utilisé dans les cultures des fruits et des
légumes. (Zeinat et al., 2008) ont montré la capacité de Bacillus thuringiensis a dégrader
le malathion dans des milieux minimum salins. L'ajout de glucose et de I’extrait de levure,

augmente la croissance de cette bactéries jusqu'a 105 fois ce qui dégrade plus de 99% de
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malathion dans 30 jours seulement. Dans une étude plus récente, 1’utilisation comme seule
source de carbone et d’énergie méme a haute concentration du malathion a été réalisée par
Bacillus et Pseudomonas aeroginosa. Cela a été confirmé par I’analyse des résidus de
malathion par chromatographie et la spectrophotométrie de masse. Ces isolats, peuvent
avoir un intérét dans la bioremédiation des sols pollués par la malathion (Meriem et al.,
2014).

» Le chlorpyrifos

Dans une étude menée par (Singh et al.,, 2004), le chlorpyrifos était rapidement
hydrolysé en 3,5,6 trichloro-2-pyridinol (TCP) a toutes les concentrations étudiées par une
souche d’Enterococcus isolée du sol. Cette bactérie avait une forte activité de
phosphotriesterase (OPH) cette enzyme est capable d’hydrolysé une concentration de
chlorpyrifos de 35 mg/l pendant 24h dans les milieux de culture liquide. La souche
Pseudomonas desmolyticum NCIM 2112 est capable de dégrader le chlorpyrifos en
métabolite non toxique par la conversion de ce pesticide en 2-pyridinol ou en
thiophosphate (kedar et al., 2013). La dégradation in vitro du chlorpyrifos a été rapportée
aussi chez Pseudomonas diminuta (Serdar et al., 1982). Certains champignons comme
Phanerochae techrysosporium (Yu et al.,, 2006) sont capables de minéraliser le

chlorpyrifos.

» Le monocrotophos

Le Monocrotophos est largement utilisé pour lutter contre les pucerons, les cicadelles,
les acariens et autres parasites du feuillage. La dégradation du monocrotophos par Bacillus
sp, isolé a partir du sol préalablement traité a été signalée (Rangaswamy et
Venkateswaralu, 1992). Pseudomonas aeruginosa F10B et Clavibacter michiganense ssp.
insidiosum SBL font partie des bactéries capables d’utiliser le monocrotophos comme
source de phosphore, mais pas comme source de carbone (Singh et Singh, 2003).
Bhadbhade et al., en 2002, ont montré que Pseudomonas mendocina est capable de
dégrader le monocrotophos, les genes responsables de cette biodégradation sont
plasmidiques. Dans les travaux de (Subramanian et al., 1994), I’importance de deux
algues différentes, Aulosira fertilissima ARM 68 et Nostoc muscorum ARM 221 a été
prouvée dans la dégradation du monocrotophos en utilisant ce pesticide comme source de

phosphore unique.



http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2006.00018.x/full&usg=ALkJrhhc8ptnSqWaiFoRthDUYAkrJgBwqg#b77
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2006.00018.x/full&usg=ALkJrhhc8ptnSqWaiFoRthDUYAkrJgBwqg#b205
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2006.00018.x/full&usg=ALkJrhhc8ptnSqWaiFoRthDUYAkrJgBwqg#b205
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2006.00018.x/full&usg=ALkJrhhc8ptnSqWaiFoRthDUYAkrJgBwqg#b208
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2006.00018.x/full&usg=ALkJrhhc8ptnSqWaiFoRthDUYAkrJgBwqg#b207

Chapitre 02 Microorganismes acteurs de la biodégradation des pesticides

» Le coumaphos

Le coumaphos est utilisé comme acaricide pour lutter contre les tiques de bovins.
(Harwood et Gibson, 1988), Ont rapporté que Rhodopseudomonas palustris peut dégrader
les acides cinnamiques et le 4-coumarique. Ralstonia sp LD35 dégrade egalement un
composé analogue. Horne et al., (2002) ont isolés un Agrobacterium radiobacter P230
capable d'hydrolyser le coumaphos a partir d’une culture d'enrichissement contenant ce
dernier comme seule source de phosphore. Le Coumaphos est dégradé par Pseudomonas
diminuta (Serdar et al., 1982), et Enterobacter sp. B-14 (Singh et al., 2004).

» le fénamiphos

Le Fénamiphos est un organophosphorés largement utilisé pour la lutte contre les
nématodes du sol. Des systemes microbiens ont été retrouvés capables de minéraliser le
fénamiphos (Kertesz et al., 1994). Brevibacterium sp. MM1 hydrolyse le fénamiphos et
ses produits d'hydrolyse, mais ne peut pas utiliser ces produits d’hydrolyse comme sources
d'énergie (Megharaj et al., 2003). La dégradation du sulfonate toluéne (un métabolite de la
dégradation du fénamiphos) est assurée par la bactérie Comamonas testosteroni T-2
(Hooper et al, 1990). Les cyanobactéries interviennent aussi dans la transformation des

fenamiphos en composants stables et non toxiques (Caceres et al., 2008).

2-3-1-2 Les composés chlorés
Les pesticides chlorés peuvent étre dégradés en utilisant une combinaison de
décomposition aérobie-anaérobie. C'est lI'une des méthodes les plus efficaces pour la

biodégradation de ces insecticides (L.i et al., 2005).

» Les endosulfans

Différentes bactéries possedent le potentiel de dégrader les endosulfans. Les
Micrococcus et les Pseudomonas sont les plus actifs (Li et al., 2004). Dans une autre
étude, il apparait que 29 autres bactéries ont été isolées a partir du sol contaminé par
I’endosulfan, sont capables de dégrader 90% de alfa et béta endosulfan (Jayashree et
Vasudevan, 2007). Klebsiella pneumoniae et Pandoraea sp présentent également une
grande capacité de dégrader un pourcentage de 95 a 100% de I’alfa et béta-endosulfan avec
la production de I’endosulfan sulfate aprés une incubation de 18 jours. Klebsiella oxytoca

posséde aussi la capacité de dégrader 145 a 260 mg de I’endosulfan pendant 6 jours
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(Goswami et al.,, 2009). La dégradation de L'endosulfan est observée chez des
champignons comme Aspergillus niger (Bhalerao et al., 2007).

» L’hexa-chlorocyclohexane HCH
La dégradation microbienne de 'HCH est habituellement effectuée en utilisant des
systemes de culture pure ou mixte. Il y a eu des rapports concernant la dégradation aérobie
de y-HCH par Sphingomonas (Singh et al., 2000), ou par les champignons de la pourriture
blanche comme le Trametes hirsutus, Phanerochaete chrysosporium, Cyathusbulleri et
Phanerochaete sordida (Singh et Kuhad, 2000). Les mécanismes qui décrivent le
processus de dégradation du HCH sont cependant rares (Camacho et al., 2012).

» Lelindane

Parmi les bactéries, on cite Pseudomonas appelé maintenant Sphingomonas
paucimobilis est capable de croitre sur le Lindane comme seule source de carbone et
d'énergie (Nagata et al., 1999). Les cyanobactéries ont aussi des potentialités intéressantes
de degradation du lindane Anabaena, Nostoc, Phormidium et d’autres sont les acteurs de
dégradtion de ce pesticides; les plus connus (Kuritz et al., 1997). Le champignon
Conidiobolus joue également un réle dans la dégradation compléte du lindane (Nagpal et
al., 2008). La souche Sphingobium japonicum LZ-2 peut decomposer 20 mg/L de lindane
en 10 heures (Liu et al., 2007).

» LeDDT

Dans une étude récente, une nouvelle bactérie capable d'utiliser le 1,1,1-trichloro-2,2-bis
(p-chlorophényl) éthane (DDT) comme seule source de carbone et d'énergie a été isolée a
partir d'un sol contaminé qui a été identifiée comme Stenotrophomonas sp (Pan et al.,
2016). 11 est a signaler par ailleurs qu’il existe Plusieurs autres microorganisms capables
de dégrader le DDT comme le cas d’Escherichia coli, Enterobacter aerogens,
Enterobacter cloacae. Klebsiella pneumonia. Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas
putida. Bacillus species. Hydrogenomonas, Saccharomyces cervisiae. Phanerochaete
chrysosporium. Trichoderma viridae (Chauhan et al., 2015). Sphingomonas possede un
potentiel élevé de dégradation du DDT (Shunpeng et Mingxing, 2006).
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2-3-1-3 Les Carbamates

La souche de Sphingomonas yanoikuyae peut dégrader les carbamates et les pyréthrines
(OP) avec une grande efficacité dans la méthode de culture enrichissante (Ouyang et al.,
2008). L’implication des souches bactériennes génétiquement modifiées est réalisable
grace a des enzymes qui dégradent potentiellement les carbamates et les pyréthroides (Liu
et al., 2006). Le groupe carbofuran qui fait partie des carbamates, peut étre traité par
Paracoccus sp. YM3, Cette bacterie utilise le carbofuran comme seule source de carbone
(Peng et al., 2008). Le genre Gliocladium possede une activité de dégradation sélective au
carbofuran (Slaoui et al., 2007). La minéralisation compléte est également réalisée par
Pseudomonas ou Micrococcus (Doddamani et al., 2001). Il existe en tout, plus de 30

différents microorganismes capables de dégrader ce pesticide (Slaoui et al., 2007).

2-3-1-4 Les cyperméthrines

Les bactérie suivantes: Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella sp., Escherichia coli,
Bacillus sp et Corynebacterium sont capables a des pourcentages ne dépassant pas les (1%)
de dégrader les cyperméthrines (Murugesan et al., 2010). Dans un travail similaire, la
souche Micrococcus sp possede la capacité de dégrader la cyperméthrine par une réaction
enzymatique (Tallur et al., 2008). Les souches Pseudomonas putida et Pseudomonas
mendocina ont également une grande capacité de biodégrader la cyperméthrine et la
perméthrine dont la réduction peut attendre jusqu'a 90% dans un délai de 15 jours
(Mendoza et al., 2011). Dans une étude récente (Yin et al., 2012) trouvent que la bactérie

photosynthétique (GJ-22) est capable de dégrader la cyperméthrine.

2-3-1-5Le fenvalérate

Une étude antérieure montre que Bacillus cereus, Pseudomonas Fluorescens et
Achromobacter sp. Ont pu transformer en d’autres composés le fenvalerate en 5 jours
(Maloney et al., 1988). Des champignons dont Trametes hirsutus, Phanerochaete
chrysosporium, Cyathusbulleri et Phanerocha etesordia sont aussi capable de le dégrader
(Singh et Kuhad, 1999).

2-3-2 Herbicides
Les champignons phytopathogenes dégradent facilement les herbicides organophosphorés
(Lipok et al., 2003).
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2-3-2-1 Datrazine

L’atrazine fait partie de la famille des triazines. Pour sa dégradation, il existe deux
stratégies principales. La premiere débute par I'action d'une chlorohydrolase, qui remplace
le chlore par un hydroxyle ces bactéries en sont les responsables (Pseudomonas souche
ADP, Ralstonia, Clavibacter, Agrobacterium). La seconde méthode fait appel & une mono-
oxygénation ici d’autres bactéries utilisent cette voie (Pelmont, 2005).

La plupart des études ont porté sur I'Atrazine. lls ont mis en évidence I'intervention des
bactéries telles que le genre Pseudomonas, et de certains champignons (Penicillium,
Fusarium roseum, Aspergillus niger) (Pelmont, 2005), ainsi que Trametes versiclor
(Bastos et Magan, 2009).

2-3-2-2 la métribuzine

(Bordjiba et al., 2001) ont isolé diverses espéces de champignons provenant de sols
contaminés par des pesticides. En observant que les espéces les plus fréqguemment isolées
étaient Aspergillus fumigatus, A. niger, A. terreus, Absidia et Rhizopus microsporus. Dans
ce rapport, 53 des especes isolées ont été notées pour leur capacité a dégrader I'herbicide
métribuzine en milieu liquide. Il a été démontré, en méme temps, que I'herbicide a favorisé
la croissance des genres Absidia et Fusarium. Ces genres étaient capables d'éliminer les
50% du composé apres 5 jours. Dans la méme étude 1’espéce Botrytis cinerea ainsi que
plusieurs autres bactéries, pourraient éliminer presque complétement [I’herbicides

metribuzine.

2-3-2-3Le Glyphosate

Le glyphosate (N - glycine (phosphonométhyl)) est un herbicide utilisé a large spectre
(Hayes et al., 2000 ). La voie de conversion du glyphosate a I’acide amino-méthyl-
phosphonique a été observée dans 1’action de Alcaligenes sp. (Tolbot et al., 1984),
Bacillus megaterium souche 2BLW (Quinn et al., 1989), plusieurs espéces de Rhizobium
(Liu et al., 1991), trois especes d’ Agrobacterium (Liu et al., 1991) et Rhizobium meliloti
(Park et Hausinger, 1995 ). Dans un autre travail, Une bactérie thermophile, Geobacillus
caldoxylosilyticus T20 a été isolé a partir d'un systeme de chauffage central qui dégrade
également le glyphosate, en utilisant le composé en tant que seule source de phosphore
(Obojska et al., 2002 ).

Les champignons jouent aussi un réle important dans la dégradation du glyphosate, la

premiére dégradation fongique du glyphosate par Penicillium citrinum a été rapportée par
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(Zboinska et al., 1992). Le premier rapport d'utilisation du glyphosate comme source
d'azote par un microorganisme a été signalé pour Penicillium chrysogenum (Klimek et al,
2001). La capacité de la dégradation du glyphosate existe aussi chez les souches de
Trichoderma harzianum, Scopulariopsis spand et Aspergillus Niger (Krzysko et al.,
1997). Alternaria alternata est un agent pathogene des plantes, il a été signalé pour sa
capacité d’utiliser le glyphosate comme source d'azote (Lipok et al., 2003).

2-3-2-4 La Sulcotrione et la Mésotrione

Ces deux herbicides font partie de la famille des tricétones. Bradyrhizobium sp. ESR1
est une bactérie capable de dégrader les deux herbicides: la Sulcotrione et la Mésotrione
(Sana et al., 2015). Une autre étude, montrent que Pseudomonas sp 10P est capable de
dégrader le premier herbicide (Sulcotrione) (Sana et al., 2015). Dans un travail similaire
sur le deuxiéme herbicide (Batisson et al., 2009 In Sana et al., 2015) ont trouvé que la
biodégradation du Mésotrione est assurée par deux souches: Bacillus sp. MES11 et
Bacillus sp. 3B6.

2-3-3 Les fongicides

Parce que ces pesticides sont nébulisés sur les fruits et 1égumes les fongicides comme
(boscalid, procymidone, iprodione, fenbuconasol, pyriméthanil....etc) sont directement
exposes a la lumiére solaire et son donc susceptibles de photo-décomposition
(Bouchonnet, 2017).

2-3-3-1 Le captan

Les études sur la dégradation microbienne de ce fongicide sont mois disponible
(Buyanovsky et al., 1988). Le fongicide phtalimide captan a été largement utilisé pour
controler les champignons pathogenes des plantes. Une souche de Bacillus circulans a
utilisé le fongicide captan comme seule source de carbone et d'énergie. (Veena et al.,
2010).

2-3-3-2Triazole propiconasole

La biodégradation du fongicide triazole propiconazole a été réalisée in vitro par
certaines souches de Pseudomonas isolées de la rhizosphére du thé. Un nombre total de
douze souches ont éeté isolées et testés pour la tolérance au propiconazole (Sarkar et al.,
2009).
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2-3-2-3Le PCP

Le Pentachlorophénol ou PCP est un biocide organochloré largement utilise dans le
passé pour la préservation du bois, essentiellement comme fongicide. On I'a employé aussi
dans la fabrication du papier, dans la protection des tissus, et comme bactéricide. Les
recherches ont montré que des souches bactériennes pouvaient se développer sur PCP
comme seule source de carbone et d'énergie. La biodégradation du PCP est possible avec
ou sans oxygene. Le chemin métabolique a été analysé en détail dans un Burkholderia

cepacia (ancien Pseudomonas cepacia) (Allister et al., 1996).

.
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3-1 Historique

D’aprés Waksman (1961), Ferdinand Cohn fut le premier & décrire un actinomycete en
1875 et en 1878, Harz, nomma Actinomyces bovins, un organisme parasite rencontré dans
une infection de la machoire d’un bovin. L’histoire des actinomycétes commence par les

4 grandes périodes de Waksman :

En premier lieu, la découverte de leur réle dans la pathologie et va de 1874 aux annees
1990. En seconde lieu la mise en évidence et 1’¢tude des actinomycétes du sol, avec les
travaux de Kraisky, de Cohn, de Waksman et de Curtis (1900-1919). Ensuite la période
(1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance de ces germes a été acquise
grace aux recherches de Waksman, de Lieske, de Krassilnikov. Enfin, vient la derniére
période celle des antibiotiques produits par les actinomycétes. Elle commence en 1940 et le

nom de Selman Waksman lui est indiscutablement lié (Leminor, 1989).

Les actinobactéries ou actinomyceétes ont été isolés pour la premiere fois par Cohn en
1875 a partir de sources humaines (Williams et al., 1984). Et c’est en 1943 que Waksman

a pu isoler un genre d’actinomycete a partir du sol.

Etymologiquement, le mot actinomycete a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui
signifie rayon et «mykes» qui veut dire champignon. Les actinomycétes ont été considérés
comme un groupe intermédiaire entre bactérie et champignons. Maintenant, ils sont
reconnus comme des organismes procaryotes (Lasey, 1997). Les actinomycétes sont des
bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies constituées hyphes (site web 1) a
Gram positif avec un coefficient de Chargaff (GC) élevé et supérieur a 55%., appartiennent

au phylum des Actinobacteries (Goodfellow et O'Donnell., 1989).

Habituellement, aérobies non mobiles lorsqu’il y a mobilité, elles sont limitées aux
spores flagellées. Elles sont sensibles a certains antibactériens mais pas aux antifongiques
et résistent a la dessiccation mais généralement pas a la chaleur. Bien que les
actinomycetes soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie ressemble
fortement a celle des micro-organismes eucaryotes comme les champignons filamenteux.
Les actinomycetes présentent des similitudes avec les eubactéries et les champignons
(Osada, 1998).
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3-2 Morphologie

Morphologiquement, les actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes. Le
premier se compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques
particuliéres et forment seulement une masse de filaments ramifiés (mycélium). Le second
comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le premier
(Williams, 1983). 1l existe d’autres structures morphologiques: Les sclérotes et les
synnemas (corémies) qui sont présentes respectivement chez les Chainia et les

Actinosynnema (Lechevalier, 1985).

Les actinomycetes possedent des structures cellulaires également uniques a ce groupe.
En effet, le nombre de spores et la facon dont elles sont formées, la capacité des
actinomycétes a produire des hyphes aériens ou non, la couleur des colonies et I'odeur
dégagée par les espéces sur un milieu de culture donné, la morphologie et la couleur des
mycéliums et des sporanges, les caractéres de surface et la disposition des conidiospores
sont autant de critéres qui montrent que ce groupe de microorganismes se caractérise par
une grande variabilité morphologique (Gottlieb, 1973). Allant de cocci (Micrococcus) a
batonnet (Arthrobacter) en passant par ceux formant des hyphes qui se fragmentent
(Nocardia, Nocardiopsis, Rhodococcus) et ceux qui possédent un mycélium bien
différencié et persistant (Streptomyces, Actinomadura) (Annexe 02)

Certains peuvent présenter un mycelium végétatif et aérien, d'autres forment un
mycélium non persistant rapidement transformé en une masse de forme bactéroide
irréguliére, et enfin d'autres, ne présentent que des mycéliums trés rudimentaires au point
d’étre inexistants (kitouni, 2007).

Les différents groupes d’actinomycétes peuvent se sporuler soit en formant des
conidies (exospores) un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les hyphes, soit en
produisant des endospores hautement résistantes a la chaleur et autres adversités. Les
conidies peuvent, suivant les groupes, étre produites isolément (Micromonospora), deux a
deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chaines (Actinomadura), et/ou en
longues chainettes (Streptomyces) (Bride et Ensign, 1986). Les endospores sont produites
par des actinomycétes thermophiles et sont semblables, morphologiquement et

chimiquement, a celles des Bacillaceae.
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3-3 Organisation cellulaire des actinomycétes

L’organisation cellulaire des actinomycétes est de type procaryotique. Gréace a leur
paroi qui ne constitue jamais de chitine ou de cellulose (Boudemagh, 2007), mais elle
constituee d'une épaisse couche de peptidoglycane. Cette paroi joue un réle important dans
le maintien de la rigidité cellulaire ainsi que dans la protection physique de la membrane

sous-jacente.
3-3-1 La composition chimique de la paroi
3-3-1-1 Acides aminés

Les Streptomyces et genre apparentés contiennent la forme LL-DAP (acide 2,6

diaminopimélique) contrairement a I'ensemble des autres Actinomycétes (Aouar, 2006).
3-1-1-2 Glucides

Les glucides de la paroi cellulaire permettent une séparation en quatre groupes majeurs
(Tableau N°02). Le spectre de sucres A (arabinose + galactose) est caractéristique des
genres Nocardia et Saccharopolyspora. Le spectre glucidique B (madurose) est présent

chez les genres Actinomadura et Streptosporangium.

Les Streptomyces et genres apparentés ne synthétisent aucun glucide en quantité
caractéristique (spectre C). Il en est de méme pour les genres Thermomonospora et les
Thermoactinomyces. La présence de xylose et d'arabinose (spectre D) est caractéristique

des Actinoplanes et du genre Micromonospora (Aouar, 2006).
3-1-1-3 Acides gras

Les acides gras les plus communs, chez les actinomycétes appartiennent aprés
(Goodfellow et Williams., 1983), acides mycoliques a 20-90 atomes de carbone. La
présence d'acides mycoligques est caractéristique des genres tels que les genres Nocardia,

Mycobacterium et Rhodococcus (Kitouni, 2007).
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Tableau N°02 : Types de paroi chez les actinomycétes et genres représentatifs (Prescott
et al., 2002).

Types | lIsoméres diaminopimélique sucres Genres représentatifes
de caractéristiques
paroi
1 L, L ND Nocardia, Streptomyces.
Méso ND Actinoplanes.
3 Mmeso ND Actinomadura,Frankia
Jpilimelia.
4 méso arabinose galactose Sacharomonospora
Nocardia.

ND : non définie
3-3-2 Génétique et structure de ’ADN

Les actinomycetes possedent un ADN qui peut aller jusqu’ & 3.7 Méga Daltons son
réplication dure 50 a 65 minutes. Les réarrangements du génome ont une cause principale
qui donne une diversité génétique remarquable pour ces bactéries grace aux mutations qui
touchent essentiellement les chromosomes néanmoins les plasmides peuvent en intervenir
¢galement. Suite au croisement des actinomycétes il peut y’avoir une transformation de
quelques parties du chromosome de la souche donneuse en plasmide au niveau de la
souche receveuse, jouant ainsi un grand rdéle dans la régulation de la synthése des
antibiotiques. Quoiqu’il s’avére que ces géenes localisés au niveau des plasmides ne
peuvent pas toujours coder pour la syntheése d’antibiotique, donc ils sont normalement
regroupés en plusieurs unités de transcription sur le chromosome et il ont pour voisinage

des génes de régulation spécifiques (Larpent et al., 1989).
3-4 Ecologie

Ces microorganismes sont ubiquitaires, on les rencontre dans tous les milieux naturels,
et ont été isolés a partir de différentes niches écologiques (Tableau N° 03). La plupart des
actinomyecetes sont terrestres, certaines espéeces sont marines (Mincer et al., 2002), mais le
sol reste leur majeur habitat ou ils sont présent depuis la surface jusqu’a plus 2 metre de
profondeur (Goodfellow et Williams., 1983). On peut aussi isoler ces bactéries a partir des

sédiments, 1’eau, plante, roches et méme les animaux (Grouth et al., 1999).
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Les actinomycétes peuvent coloniser aussi de nombreux biotopes (Tableau N°03): air,
composts, eaux, fourrages, fumiers, grains de céréales, systemes d’air climatisé, poussiére
de maison, foin et pailles, résidus fibreux de canne a sucre, pollen des plantes et bien
d’autres substrats (Boudjelal, 2012).

Tableau N° 03: Répartition de quelques genres d’actinomycetes par type d’habitat
(Goodfollow et Williams., 1983).

Genre Habitat
Actinomadura Sol
Actinoplane Sol, Eau, Litiére
Frankia Nodules des racines
Microbiospora Sol
Micromonospora Sol, Eau
Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiere,
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiere
Streptomyces Sol
Steptosporangium Matiére en décomposition et en fermentation

Certains espéces sont des symbiotes de plantes comme Le genre Frankia qui produit
des nodules racinaire et fixe 1’azote, ou ils jouent un réle dans la protection des plantes
contre les pathogenes. (Thirupl et al., 2001)

Les organismes saprophytes qui vivent obligatoirement dans les cavités naturelles de
I’homme ET des animaux supérieurs ne sont jamais retrouvés dans le sol comme le genre
Actinomyces, mais quelques-uns peuvent étre pathogenes (Williams et al., 1983) et sont
responsables d’un certain nombre de maladies de I’homme et de 1’animal (Pirouz et al.,
1999). Parmi ces pathogénes, le genre Nocardia, de méme que certains genres apparentés,

tels que Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, ect (Garrity et al., 2004).

En fin, les actinomycetes peuvent également étre responsables du gott et de 1’odeur
désagréable (moisi) de 1’eau des réservoirs et méme de 1’eau potable (Goodfellow et

Williams., 1983).
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3-5 Physiologie et métabolisme
3-5-1 Température

La plupart des espéces sont mésophiles, mais Certains sont capables de se développer a
des températures élevée avoisinant les 50°C et peuvent aller plus (Goodfellow et
Williams., 1983), et de produire des enzymes actives dans des conditions acides.

3-5-2 pH

Les actinomyceétes croissent de fagon optimale dans la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une

proximité optimale a la neutralité (kitouni, 2007).

» La majorité des actinomycetes s’croient dans des conditions humides mais peuvent
se développer dans des endroits ou I’activité de 1’eau (Aw) est trés basse
(Goodfellow et Williams., 1983).

3-5-3 Le type respiratoire

Selon la présence ou 1’absence d’oxygéné, les actinomyceétes sont subdivisés en deux
groupes physiologiques selon la nature oxydative ou fermentaire de leur métabolisme. En
premier lieu, les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives (Silini, 2012). En
second lieu, les formes oxydatives, aérobies, tels que les Streptomyces ou le sol est leur
réservoir principal. Dans ce dernier, les spores sont considérées comme des contaminants.
(Reponen et al..,1998). Certains genres utilisant une grande variété de sources d'énergie y
compris les polymeéres complexes. Mais plusieurs espéces sont capables aussi de
croissance chimioautotrophique utilisant 1’oxydation de 1’hydrogéne comme source
d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone (Reponen et al., 1998). Les
facteurs importants contrélant I'abondance et I'activité des actinomycetes dans le sol sont:
la disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance de la matiere organique, la salinité,
la teneur en humidité relative, la température, le pH et la végétation du sol (Goodfellow et
Williams., 1983).
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3-5-4 Type trophique

La majorité des actinomycetes sont des hétérotrophes, leur croissance est plus lente (7 a
28 jours) que celle des autres bactéries (24 heures) (Kitouni., 2007), avec un temps de
génération de 2 a 3 heures lls sont généralement chimioorganotrophes (Boudemagh,
2007).

3-6- Cycle de développement (Streptomyces)

Sur un milieu solide (Figure N°04), la croissance de la cellule bactérienne initiale,
appelée « spore libre » débute a la surface du milieu de support puis elle s'allongeant,
comme toute bactérie, pour donner des ramifications et, ensuite elle pénetre en profondeur
dans le milieu, sans division et sans aucune septation apparaisse (mycélium).

Apreés quelques jours, le mycélium produit des structures aériennes qui s'étendent en
hauteur par la formation des hyphes aériens. Ces structures vont développer des torsades,
tel un tire-bouchon. Leur partie terminale, aprés une serie de réplications et de migrations
du chromosome bactérien, I'apparition d'un nombre important d'événements de septation,
est observé qui sont a la base de la formation de jeunes cellules bactériennes qui vont,
aprés maturation et libération, donner naissance a de nouvelles formes libres, pour que le
cycle vital recommence (Zouaghi, 2007).

En milieu liquide, sans agitation les cellules se développent uniquement sous forme de
mycélium primaire et les hyphes formés aprés la germination des spores montent en
surface pour croitre en contact de l'air (Keulen et al., 2003), méme si de tres rares
Streptomyces peuvent sporuler dans cet environnement . Cependant, en milieu liquide avec
agitation, il n'y a pas de formation du mycélium aérien ni de spores (Tamura et al.,
1997).

En milieu solide, une différentiation morphologique est donc observée (formation du
mycélium aérien) tandis ’en milieu liquide, la différentiation est généralement

physiologique (Smaoui., 2010).
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Croissance du mycélium végétatif

Croissance du mycélium aérien

>

Germination des spores
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Figure N°04 : Cycle de développement des Streptomyces (Hopwood et al., 1985).

3-7 Aspects de Culture
3-7-1 Milieux de culture

La composition d’un milieu de culture doit permettre la croissance bactérienne et doit
donc tenir compte des besoins nutritifs des bactéries, les meilleurs milieux pour I’isolement
des actinomycétes sont ceux contenant de 1’amidon, le glycérol ou de la chitine comme
source de carbone, la caséine I’asparagine ou I’arginine comme source d’azote organique
(Hilali et al., 2002).

Pour I’isolement des actinomycétes, les antibiotiques sont ajoutés dans les milieux
sélectifs pour inhiber la croissance de certains germes indésirables. Les molécules les plus
utilisées sont la nystatine, la cycloheximides, actidione, la piramicine, I’amphoterecine B,
pour I’inhibition des champignons. La polymixine, la novobiocine, 1’acide nalidixique, la
colistine pour stopper les bactéries Gram négatives (Nonomura et hayakawa, 1988).

La température d’incubation de ces bactéries se fait généralement, & une température de
28°C ou 30°C qui favorise le développement des actinomycétes (Burman, 1973).
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3-7-2 Aspect et forme des colonies
Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux solides présentent
différents aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupés en trois types:
> des colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement
attachés au milieu.
> des colonies péateuses rugueuses ou lisses qui peuvent étre facilement détachées des
milieux solides.

> des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d’hyphes aériens
attachés au milieu par des crampons.

3-8 Taxonomie des actinomyceétes

Au début de la classification des actinomycetes, les seuls criteres employés pour
différencier les genres étaient purement d’ordre macro et micro-morphologiques.

Dans les années 60, la chimio-taxonomie basée sur I’analyse des constituants
cellulaires en acides aminés (Becker et al., 1964) et en sucre a permis d’apporter de
nombreuses clarifications et fut ainsi déterminante pour différencier plusieurs genres entre
eux (Lechevalier et Lechevalier, 1970).

Par la suite, durant les années 70 et ce, jusqu’aux années 90, 1’analyse des lipides
membranaires fut d’un apport considérable et complémentaire aux précédentes études
chimiques. Ainsi, nous pouvons citer I’analyse des acides mycoliques (Mordarska et al.,
1972), des phospholipides (Lechevalier et al., 1977) et des ménaquinones (Collins et
Jones, 1981). Les critéres chimiques combinés aux criteres morphologiques, se sont
révélés tres efficaces pour distinguer beaucoup de genres entre eux.

Entre 1971 et 1990, I’application de la taxonomie numérique aux actinomycetes, a
permis d’apporter beaucoup de clarté dans la reconnaissance des espéces (Goodfellow et
al., 1990). Pour cela de nombreux tests physiologiques sont utilisés.

A partir des années 80 et jusqu’a ’heure actuelle, 1’application des techniques de la
biologie moléculaire (séquencage de 1I’ARN ribosomique, hybridation DNA-DNA) dans la
classification des actinomycetes a permis de tracer toute la phylogénie de ce groupe

(Stackbrandt et Kroppenstedt., 1987) et a différencier clairement les espéces entre elles.

3- 9 Classification
Les actinomycetes sont classés dans le Regne des Procaryotes, le Domaine des
Bacteria ou Eubacteria, le Phyllum des Actinobacteria qui est vaste et tres complexe, il

constitue la classe des Actinobacteria, 5 Sous-Classe des Actinobacteridae qui sont divises
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en 14 sous ordres Actinomycetales (Prescott et al., 2011) et 55 Familles. L’exemple de
I’ordre des Actinomycetales regroupe a lui seul presque 45 familles et pres de 290 genres
(Goodfellow et Fiedler, 2010).

La Classe ""Actinobacteria™ :

Actuellement et selon la classification du "Taxonomic Outline of The Procaryotes,
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology™, seconde édition 2004 (Garrity et al., 2004),
le phylum Actinobacteria (bacteries a Gram positive , GC élevé) est constituée d’une seul
classe dénommée également Actinobacteria. Celle-ci a été décrite par Stackebrandt et al.
(1997).

Cette classe est divisée en cing sous-classes (Figure N°05), chacune de ces sous
classes est constituée d'un ou de plusieurs ordres eux-mémes constitués d'une ou de
plusieurs familles. Dans la sous-classe des Actinobacteridae, I'ordre des Actinomycetales
est subdivisé en 10 sous ordre Actinomycineae, Micrococcineae, Micromonosporineae,
Propionibacterineae, = Psuedonocardineae,  Streptomycineae,  Streptosporangineae,

Frankinea et I’ordre des Glycomycineae (Stackebrandt et Schumann., 2000).

Class Actinobacteria

Subclass Acidimicrobidae Order Acidimicrobiales Family Acidimicrobiaceae
Subclass Rubrobacteridae Order Rubrobacterales Family Rubrobacteraceae
Subclass Coriobacteridae Order Coriobacteriales Family Coriobacteriaceae

Subclass Sphaerobacteridae Order Sphaerobacterales Family Sphaerobacteraceae
Subclass Actinobacteridae  Order Actinomycetales

Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Actinomycineae Micrococcineae Corynebacterineae Micromonosporineae  Propionibacterineae
Family Families B Families ’ [Family Families ]
Actinomyceraceae Micrococcaceae Corynebacteriaceas Micromanosporaceae FPropionibacteriaceas
" d Brevibacteriaceae | | Dietziaceae - Nocardioidaceae
Cellulomonadaceae Gordoniaceae
Dermabacteraceae | Mycobacteriaceae
Dermarophilaceae | Nocardiaceae |

| Intrasporangiaceae Trukamurellaceae
| Jonesiaceae =
Microbacteriaceae
P’Y’miﬂ n’)ﬂ]("m&"’l’fﬂ‘f’ﬂ("

Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Pseudonocardineae Streptomycineae Streptosporangineae Frankineae Glycomycineae
Family Family - [ Families ' Families Family
Pseudonocardiaceae Strepromycerace ae Sireptosporangiaceae Frankiaceae Glveomyceraceae
_ . 2 | Macardiopsaceae Acidothermaceae
The FINQmOnosporaceae | G ,‘cndgr"mmph;hmcm
- - Microsphaeraceae
| Sporichthyaceae |

Figure N°05: Systeme de classification hiérarchique proposé de la classe Actinobacteria
basé sur des analyses phylogénétiques des données de séquence ADNr 16S (Stackbrand et
al., 1997).
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3- 10 Identification des Actinomycétes

3-10-1 Identification morphologique

Les criteres morphologiques sont énoncés dans les "Bergey’s Manual” de 2010.

3-10-1-1 Identification macromorphologiques

Les caracteres culturaux contribuent parfois a différencier les groupes d’actinomycetes

entre eux qui sont :

La production ou non d’un mycélium aérien (MA).

La présence d’un mycélium du substrat (MS) : ou le mycélium de certaines especes
croissent soit au sein ou a la surface de mycélium gélosé.

La détermination de la couleur du MA et du MS ainsi que des pigments diffusibles

dans le milieu de culture.

3-10-1-2 Identification micromorphologiques

La fragmentation ou non du MS.

La présence la forme et la taille de sporanges sur le MA (Streptosporangium,
Spirillospora, etc.) ou sur le MS (Actinoplanes, Dactylosporangium).

Le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des sporangiophores.

La formation de spores sur le MA et/ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur
agencement: isolées (Micromonospora) par deux (Microbispora), par quatre
(Microtetraspora) ou en chaines (Streptomyces).

Le mode de sporulation: spores portées par des sporophores (Streptomyces,
Actinomadura) ou mycélium aérien se fragmentant de maniére anarchique en
spores (Nocardiopsis, Amycolatopsis).

La présence de spores mobiles (Spirillospora) ou non mobiles (Streptomyces).
L’ornementation de la surface des spores (lisses, rugueuses, épineuses ou
chevelues).

La formation de structures particuliéres: synnemata (Actinosynnema), faux

sporanges (Kibdelosporangium) (Kalatouskii et Agre, 1976).
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3-10-2 Identification chimique

La composition de la paroi des actinomycetes varie fortement d'un groupe a l'autre : On
lui attribue une importance taxonomique considérable. On peut distinguer quatre types
principaux de paroi sur la base de trois caractéristiques de la composition et de la structure
de peptidoglycane: I'acide aminé en position 3 du tétrapeptide, la présence de glycine dans
les ponts inter peptidiques le contenu en sucre du peptidoglycane. La composition
phospholipidique des membranes cellulaires (Prescott et al., 2003).

3-10-3 Identification génomique
e Le pourcentage en G+C de 'ADN
e Les séquences de I'ADN r 16s
e L’analyse par électrophorése en champ pulsé aprés la digestion d’ADN par des
enzymes de restriction
e L'hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN et sur la séquence de I'ARNTr 16S.

» Le séquencage de I’ARNr 16S, constitue aussi un outil spécial pour déterminer le
degré de relation entre souches, espéces et genres (Larpent et Larpent., 1985).

3- 11 Importance des actinomycetes

Les actinomyceétes ont une grande importance, Ceci est di a leur capacité de produire
un nombre important des métabolites primaires ainsi que d’autres métabolites secondaires
bioactifs (Boudjelal, 2012). Ce qui permet d’avoir un avantage d’étre utilisées dans divers

domaines.
> En industrie

Il existe une réelle demande au niveau industriel pour des enzymes d'origine
microbienne afin d'améliorer certains procédés de fabrication et de cette raison certains
actinomycetes sont utilisés pour la production d’une grande variété d’enzymes
hydrolytiques telles que les protéases, les amylases, les xylanases, les cellulases, les lipases
et les DNA ases. Les domaines d'application de ces enzymes sont tres divers: industrie
textile (décoloration de jeans), papeterie (procédé de blanchiment de la pate a papier),

dépollution (attaque des substances phénoliques) (Boudjelal, 2012). Ils produisent d’autre




Chapitre 03 Les actinobactéries

métabolites secondaires majeurs comme les anti-tumoraux, les herbicides et les

insecticides. (Boussaboua, 2005).

> Dans le domaine de I’industrie alimentaire

Certains actinomycetes sont utilisés aussi dans I’industrie alimentaire vues leurs vertus
multiples. Les enzymes produites par ces bactéries sont couramment utilisées dans la
production d’aliments fermentés et comme compléments alimentaires dans 1’alimentation
animale (Boudjelal.,, 2012). L’exemple des bifidobactéries sont proposées comme
probiotiques sous diverse forme commerciales yaourts au Bifidobactérium (Boussaboua,
2005).

» En médecine

Les actinomycétes produisent la plupart des antibiotiques naturels. Bien que
beaucoup : sont pathogénes chez I'nomme, les animaux et certains végétaux en effet, plus
de cinguante antibiotiques différents ont été détectés dans le genre de Streptomyces, y
compris la streptomycine.

Récemment, de nouveaux objectifs ont été ajoutés au dépistage général: la recherche de
nouvelles molécules actives contre le sida, I’'immunosuppression, la maladie d’Alzheimer,
le processus de vieillissement et certaines maladies tropicales; ces objectifs visent a la
découverte de plusieurs médicaments (Parthasarathi et al., 2011)

L’exemple de mycostope est un produit commercial synthétisé par Streptomyces
griseovirdis K61 et Streptomyces lydicus WYEC 108, il est utilise dans le traitement des
maladies causées par Phytium sp, Fusarium sp, Rhizoctonia sp, et Phytophtora sp.
(Rugthaworn et al., 2007).

» En génie génétique

Une autre application biotechnologique potentiellement intéressante est le clonage
dans les plantes des zones arides, de genes structuraux et régulateurs responsables de la
synthése de solutés osmorégulateurs permettant d’augmenter le taux de tolérance de ces
plantes aux sels dans les sols salés. Les premiéres tentatives sur le clonage de génes pour
les solutés biocompatibles en usine ont donné des résultats encourageants. Les plantes
clonées ont acquis un caractére de résistance au sel et sont capables de croitre en présence

d’une forte salinité (Singh et al., 2008).
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» Dans le domaine agricole

Une importance pratique considérable. Puisque ils sont tres largement distribués dans
le sol ils peuvent dégrader un nombre et une variété énormes de composés organiques et ils
sont extrémement efficaces pour la minéralisation de la matiére organique (lignine,
cellulose, kératine ...), et la fertilisation de sol (Prescote et al., 2010), grace a la production
de nombreuses enzymes lytiques extracellulaires comme par exemple les amylases, les
xylanases, les lipases.

Les actinomycetes ont un réle important dans le recyclage de la matiere organique
grace a leur capacité de dégrader des substances tres dures et incapables d’étre
décomposées par la plupart des bactéries non mycéliennes et les champignons: polymeéres
complexes, polysaccharides, lignocelluloses, chitine.... (Lechevalier, 1981).

Leur pouvoir antagoniste prononcé leur confére un role dans la distribution écologique
des microorganismes et dans la lutte biologique contre certains agents phytopathogenes du
sol (Goodfellow et Williams., 1983). Certains antibiotiques sécrétés par les actinomycetes
ont trouvé une application dans la lutte contre quelques maladies des plantes.

Récemment quelques souches Actinomycétale ont été observées pour dégrader I'un des

pesticides les plus toxiques (Cruz et al., 2003).
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1 Description des échantillons

Les souches d'actinomycétes faisant I'objectif de cette étude ont été isolées de deux
échantillons (Figure N°06) qui ont été aimablement fournies par le Professeur

Boudemagh A.

- E1:1’échantillon prélevé a partir du sol saharien de la région de Ouargla.

- E2:1’échantillon prélevé a partir d’une sebkha de la région d’El-oued

Figure N° 06: a) Echantillon de sol ‘E1” ; b) Echantillon de la Sebkha ‘E2’.
2 Prétraitement des échantillons

100 a 150 grammes des deux échantillons sont déposés sur un papier aluminium (Figure
N° 07), et ils sont laissé sécher a l'air libre a la température ambiante pendant une semaine
(Saadoun et Gharaibeh, 2003).

E



Matériel et Méthodes

Figure N° 07: Le séchage des deux échantillons a I’air libre, a : pour 1’échantillon du sol,

b : pour I’échantillon de la sebkha.
3 Isolement
3-1 Sur milieu ISP 2

Dans cette partie deux isolements ont été effectués, le premier représente 1’isolement
sur milieu ISP2, le deuxieme représente 1’isolement sur milieu minimum de Vandermess
additionné du pesticide (Deltaplan12.5 ULV) comme seule source de carbone et d’énergie.
La préparation de la solution mére est effectuée apres avoir mis 1g de chaque échantillon
dans 9ml d’eau physiologique stérile (Annexe 01). Une série de dilutions décimales des
deux échantillons (de 10™ & 10™) sont réalisées. 0,1 ml de chaque dilution sont ensemencés
sur milieu ISP2 (Annexe 01) additionné de 100 pg/l d’amphotéricine B pour inhiber la
croissance des champignons filamenteux. La solution antifongique d’amphotéricine B est
stérilisée par filtration sur membrane de type millipore (de 0,22 um de porosité). Elle est
ajoutée stérilement au milieu d’isolement refroidi & 45°C. Une fois les boites sont
ensemencées, elles sont incubées a 28 + 2 °C. Des observations quotidiennes pendant une
durée de 21 jours sont réalisées.

3-2 Sur milieu minimum

1g d'échantillon E1 (de sol) est dilué dans 9 ml d’eau distillée stérile puis agité a haute
vitesse. A partir de cette solution mere 0,1 ml est ensemencé en surface sur milieu
minimum contenant 1’insecticide Deltaplan12.5 ULV & une concentration de 1g/l. La
solution du pesticide utilisée est préparée puis stérilisées par filtration sur membrane type

millipore (de 0,22 um de porosité). Elle est ajoutée stérilement au milieu minimum de

45
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Vandermess refroidi a 45°C. Une fois

observées quotidiennement pendant une durée de 21 jours.

1g de sol dans 9ml d’eau
physiologique

v

Agitation au vortex (5min)

v

Décantation et dilutions
décimales

v

Etalement sur milieu ISP2 ou
MM + Deltaplan12.5 ULV

v

Dénombrements

Figure N° 08: Etapes de l'isolement des actinomycétes du sol saharien et de la sebkha.

4 Caracteres culturaux des isolats

4-1 I'aspect macroscopique

les boites sont incubées a 28 =+ 2 °C elles sont

L’observation de l'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer une premiére

caractérisation des actinomyceétes. Selon (Singleton, 1999), les éléments d’identifications

macroscopiques des actinomycétes sont:

- La forme des colonies : rondes, irréguliéres,...etc.

- La taille des colonies par la mesure du diametre.

- La chromogénése: couleur de la colonie.

- L'élévation: convexe, concave, plate.

- L'opacité: opaque, translucide ou transparente.

- La surface: lisse, rugueuse, seche, dentelée,...etc.

4-2 Aspect microscopique

L’observation microscopique consiste a observer les cellules bactériennes apres une

coloration au bleu de méthylene et aprés une coloration de Gram.
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5 Purification des isolats

Toutes les colonies qui se rapprochent par leur aspect macroscopique aux actinomycetes
sont repiquées par la méthode des stries sur le milieu ISP2 exempt d’antifongique. Cette

derniére opération est répétée jusqu’a obtention de souches pures.

6 Conservation des actinomyceétes

Les souches sont ensemencées sur milieu ISP2 en gelose inclinee, apres incubation a une
température de 28 °C pendant 21 jours, les souches sont conservées a 4°C. Un repiquage
est réalisé tous les deux mois.
7 Mise en évidence de la capacité des actinomycetes a utiliser quelques pesticides

comme seule source de carbone et d’énergie
7-1 Caractéristique des pesticides utilisés

Cinqg herbicides et deux insecticides ont été fournis par des agriculteurs. D’aprés une
enquéte réalisee par nous méme dans le CCLS d’ El-Khroube, ce sont des pesticides

largement utilisés en Algérie (Figure N° 04).
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Tableau N°04: Liste des pesticides les plus distribués par le centre CCLS de Constantine.

EFFET
ANTI -DICO

ANTI-MONO

DOUBLE
ACTION

SOLEVANT

FONGICIDE

INSECTICIDE

PRODUIT Ute Culture concernées | Dose hectare
Z0O0OM GR BLES.ORGE 120,00
GRANSTAR GR BLES.ORGE 12,5
RAPID GR BLES.ORGE 12,5
SEKATOR LI BLES 0,15
LANCELOT GR BLES.ORGE 33,00
DIALEN LI BLES 1,00
SUPER
AXIAL LI ORGE 1,00
OSCAR GR BLES.ORGE 12,50
MUSTANG LI BLES 0,60
TOPIC LI LES 0,90
TRAXOS LI LES 1,00
BRUMBY LI LES 0,75
AKOPIC LI LES 0,25
RAVINOL LI LES 0,75
COSACK LI BLES 1,00
PALLAS LI BLES 0,50
APYROS GR BLES 26,60
HUSSAR LI BLES 1,00
FOCUS ULTRA | | LI L.SECS 1,00
CHALLENGE LI L.SECS 2,50
GENAMIN LI BILES 0,50
L1700 LI B|LES 1,00
HELIOSOL LI B|LES 1,00
TILT LI BLES 0,50
FALCON LI BLES 0,80
ARTEA LI BLES 0,50
AMISTER LI BLES 0,50
XTRA
OPUS LI BLES 1,00
PROSARO LI BLES 0,80
PROPIVAP LI BLES 0,50
TOLEDO LI BLES 1,00
HORIZON LI BLES 1,00

| KARATE [ LI | BLES | | 0,25
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> Granstar 75 OD

Il s’agit d’un herbicide sélectif des céréales, Systémique, couramment utilisés afin
d’obtenir un désherbage complet. Il Contient 75 % de Tribenuron Methyl de la famille

chimique des Sulfonylurées (Annexe 03).
» Mustang 360 SE

Solutions de traitement phytosanitaire, destiné pour le contréle des mauvaises herbes a
feuilles larges dans les cultures de blé, il s’agit d’un Produits recommandés contre les

adventices dicotylédones (Annexe 03).

» Pallas 45 OD
Est un herbicide utilisé pour le contrble sélectif post-émergence de certaines mauvaises
herbes, inhibe rapidement la croissance des mauvaises herbes sensibles (Annexe 03).
» Cosack OD
Produit phytosanitaire a effet herbicide, destiné pour le contrdle de mauvaise herbes des
céréales, il est recommandé contre les dicotylédones, graminées (Annexe 03).
» Fluazifop
Herbicide de nombreuses graminées annuelles, trés sélectif des dicotylédones, il est
utiliser dans presque toutes les cultures de celles-ci (betterave, colza, tournesol, féverole,
pois, lin..) et dans les vignes et vergers. Inhibiteurs de 1’acétyl CoA carboxylase des
mauvaises herbes (Annexe 03).
» Cyrpa25EC
Insecticide constitué de la matiere active (la cypermethrine) de la famille des
pyrétrinoides de synthése agissant par contact et ingestion, a tres faible dose sur un grand
nombre d’insectes particuliérement les larves de 1’1épidoptére, les coléoptéres ..ect(Annexe
03).
» Deltaplan 12.5 ULV
Substance phytosanitaire a usage insecticide constitue la matiére active de

la deltaméthrine de la famille chimique des pyréthrinoides. Utilisée principalement comme

répulsif pour les insectes en raison de ses propriétés neurotoxiques (Annexe 03).



https://fr.wiktionary.org/wiki/gramin%C3%A9e
https://fr.wiktionary.org/wiki/s%C3%A9lectif
https://fr.wiktionary.org/wiki/dicotyl%C3%A9done
https://fr.wiktionary.org/wiki/culture
https://fr.wiktionary.org/wiki/vigne
https://fr.wiktionary.org/wiki/verger
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pyr%C3%A9thrino%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9pulsif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Insecte
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8 Etude de la biodégradation des pesticides

L’¢tude de la dégradation des pesticides a été réalisée en testant six actinomycétes
sélectionnés. Ces souches sont également testées sur différentes concentrations de chaque
pesticide (0.5 g/l, 1 g/l, 3 g/l, 6 g/l, et 12 g/l) (Benslama et Boulahrouf, 2013).

Les pesticides sous forme liquide sont ajoutés au milieu minimum apres filtration sur
membrane de type millipore (de 0,22 um de porosité). Les pesticides sous forme solide
sont ajoutés au milieu minimum avant stérilisation par autoclavage. Les boites ainsi
préparées sont ensemencees par des stries, puis incubées a 28 °C pendant 10 jours. La
croissance des actinomycetes est estimée nulle (-), faible (+), modérée (++) ou abondante
(+++). Deux contrdles sont réalisés dans les mémes conditions, 1’un servant de contrdle

positif (non inoculé), I’autre servant de contrdle négatif.

9 Pré-identification des isolats capable de dégrader les pesticides

La pré-identification des souches est réalisée sur la base des caractéres culturaux, macro
et microscopiques des isolats.
9-1 Caractéres culturaux

Les isolats d'actinomycetes ont été ensemencés par stries sur différents milieux de

culture (ISP2, GLM et GBA) (annexe 1), ensuite incubés a température 28°C. La
croissance a été estimée. Les isolats qui ont affichés une bonne croissance en 4 jours sont
considérés comme étant culture rapides. Les isolats qui ont une bonne croissance entre le
4™ et e 7°™ jour d'incubation sont considérés comme des cultures modérées. Les isolats
qui ne poussent que le 7 éme jour sont considérés comme des cultures lentes. La couleur
mycélienne a également été surveillée. L'aspect macroscopique des colonies est observé
tous les 7, 14 et 21 jours. comme le préconisent (Oskay et al., 2004).
9-2 Techniques des lamelles (Shirling et Gottlieb, 1966)

Cette technique permet d’apprécier la forme des mycélium aériens et de substrat. Elle
consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans le milieu gélosé ISP2 de telle sorte
qu’elle forme un angle de 45° avec la surface de celui-ci. Une goutte de I’inoculum est
déposé contre la lamelle en contact avec le milieu. Aprés 14 jours d’incubation a 30°C, la
lamelle est retirée soigneusement de la gélose, entrainant avec elle des mycéliums de

substrat et aérien non dénaturés. Puis examinée au microscope optique (G X 40 et X 100).
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1 Isolement des actinobactéries
1-1 Dénombrement des colonies

Aprés 14 jours d’incubation, I’observation des colonies sur milieu ISP2 a révélé que la
composition de la microflore est hétérogene. Les actinomycétes apparaissent et se
développent lentement, elles sont repérer d’apres leur aspect macroscopique caractéristique
(Figure N° 09). 1l apparait que le nombre d’actinomycétes isolés a partir de 1’échantillon
E1 sur milieu ISP2 est supérieur a celui obtenue a partir de la sebkha ainsi que le milieu
minimum contenant 1’insecticide Deltaplan 12.5 ULV a partir de I’échantillon E1. En effet,
I’échantillon de sol de Quargla nous a permis d’obtenir un nombre de 7 colonies
actinomycetales, alors que 1’échantillon de la sebkha offre seulement 2 actinomycetes. Ce
méme nombre est noté pour I’isolement effectué sur milieu minimum contenant 1g/l du
Deltaplan (Figure N° 10).

Colonie Colonie
d’actinomycéte d’actinomycéte

Figure N° 09 : Résultats de I’isolement a partir de 1’échantillon E1 sur
milieu ISP2.

10

==

ISP2 MM+ Deltaplan 12,5 ULV
Milieu

nombre des isolats
o N H a

Figure N° 10 : Nombre des actinomycetes a partir des deux milieux d’isolement.
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Les travaux d’isolements sélectifs des actinomycétes a partir des milieux extrémes
sahariens sont relativement rares (Boudemagh, 2007). Afin de faciliter 1’isolement,
Plusieurs techniques de prétraitement des échantillons du sol, ont été appliquées dans les
différents programmes de screening des actinomyceétes dans le sol (Zhang, 2011).

Dans notre travail nous avons utilisé un seul prétraitement physique qui est le séchage
des échantillons a I’air libre pendant sept jours. Ce dernier a pour but la réduction de la
flore bactérienne a croissance rapide qui empéche la croissance des actinobactéries qui ont
un temps de génération plus long. Les travaux de Fan et al., 2010, indiquent qu’un
séchage des échantillons du sol pendant 7 & 21 jours réduit considérablement le nombre des
champignons ainsi que les bactéries.

Les résultats de I’isolement indiquent que seulement 11 actinomycetes ont été isolés a
partir des deux échantillons. Ce faible nombre d’actinomycétes isolés peut-étre expliqué
par la pauvreté du sol saharien ‘E1’ ainsi que 1’échantillon E2 en matiere organique. Nos
résultats sont conformes avec plusieurs travaux qui affirment que le nombre des
actinomycetes est en corrélation positive avec le pourcentage de la matiére organique
(George et al., 2010). Ce résultat peut aussi étre expliqué par le fait que notre
échantillonnage est réalis€ en hiver (Février). Selon les études antérieures, les
actinomycetes representent 20% de la flore microbienne du sol au printemps, alors qu’en
automne cette densité dépasse les 30%, alors qu’en hiver, le pourcentage chut a 13%.Cet
accroissement est lié a la disponibilité des aliments pour les germes (Hiltner et

Stromer In Logman, 2009).

Seulement deux colonies ont été isolées sur le milieu ISP2 a partir de 1’échantillon de
Sebkha. Ceci peut étre expliqué par I’absence de sel dans la composition du milieu
d’isolement. Nous préconisons dans les travaux avenir, d’ajouter des concentrations de
NaCl afin de comparer les résultats.

A partir du deuxieme isolement effectué sur milieu minimum contenantlg/l du

Deltaplan 12.5 g/l, 2 colonies d’actinomycétes résistantes a cet insecticide ont été isolées.
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Colonies
d’actinomycete

Figure N° 11: Résultat de I’isolement a partir de I’échantillon E1sur milieu minimum
additionné de I’insecticide Deltaplan 12.5 ULV (1 g/l).

Le nombre obtenu a partir de cet isolement est trés faible par rapport a 1’isolement
effectué sur le milieu ISP2. Cette technique est d’aprés nous trés avantageuse et permet
d’une part d’¢éliminer la flore indésirable comme les bactéries Gram négatives et les
champignons, qui ne dégradent pas les pesticides et d’autre part de récupérer seulement les
actinomycetes qui tolérent 1’insecticide Deltaplan 12.5 ULV. Nous recommandons 1’usage

de cette technique pour ce genre de recherche.

2- Caractéeres culturaux des isolats

2-1- Observations macroscopiques

L'étude des caractéres macroscopiques des actinobactéries est largement employée pour
caractériser le groupe des actinomycetes et méme dans certain cas les genres. Les six
isolats bactériens retenus pour I’observation macroscopique ont ét¢ nommés comme suit:

- Al, A2 pour les souches isolées a partir de I’échantillon E1 sur milieu ISP2.

- B1, B2 pour les souches isolées a partir de 1’échantillon E2 sur Milieu ISP2.

- C1, C2 pour les souches isolées a partir du milieu minimum + Deltaplan 12,5 ULV
(1 g/l) (Tableau N° 05).

Ensuite chaque colonie est observée au microscope optique pour confirmer son
appartenance aux actinomycetes (caractéres micromorphologiques) puis repiquée sur le

milieu ISP2 en vue de la purifier.

K]
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Tableau N° 05 : Caractéres culturaux des colonies isolées sur milieu ISP2 et milieu
minimmum.

Milieu de Echantillon Isolats Observation macroscopique
culture de colonies

e Taille: moyenne

e Couleur: blanche
Al e Aspect: bombé,

muqueux.

e Forme: circulaire.
Contour: régulier.
Taille: petite
Couleur: rose
Aspect: muqueux
Forme: ronde, lisse
Contour: régulier
Taille: grande
Couleur: rose
Aspect: sec
Forme: circulaire
Contour: irrégulier
Taille: moyenne
Couleur: jaune.
Aspect: crémeux.
Forme: lisse.
Contour: irrégulier.
Taille: petite
Couleur: blanche
C1 brillante
Aspect: poudreux
Forme : bombées, lisse. ,
Contour : régulier
Taille: petite
Couleur: blanche
Aspect: poudreux.
Forme: plissée.
Contour: irrégulier

El

A2

ISP2

Bl

E2

B2

MM+ Deltaplan
125 ULV 1 g/l El

C2

2-2 Observations microscopiques

Les résultats de 1’observation microscopique des souches de références testées sont

présentés dans les figures N°12,13.
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» Coloration au bleu de méthyléne

Figure N° 12: Aspect microscopique des isolats C1 et C2 apres coloration au bleu de
méthylene (GX40).

Les deux souches C1 et C2 qui ont été observées aprés coloration au bleu de méthyléne

ont présentées un aspect filamenteux plus ou moins ramifiée (Figure N° 12).

» Coloration de Gram

D’aprés nos résultats 1’observation microscopique apres coloration de Gram a révélé que
parmi les 11 colonies obtenues, toutes les colonies sont a Gram positif. Les deux isolats
nommé C1 et C2 sont les seules qui présentent un aspect mycélien (Figure N° 13). Le
reste présente un aspect de bacilles a Gram positif qui nous semble sous microscope
optique, le résultat de la fragmentation des mycéliums. Cette caractéristique est tres connue

chez certains genres appartenant aux actinobactéries.

Figure N° 13: Aspect microscopique des isolats C1 et C2 apres coloration de Gram
(GX100).
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3 Etude de la tolérance des souches d’actinomycétes a différentes concentrations des
pesticides

La capacité de croissance des six isolats d’actinomycétes Sélectionnés a été mise en
évidence sur le milieu minimum de Vendermess additionné des différents pesticides
comme seule source de carbone et d’énergie. La capacité des isolats a biodégrader les
pesticides se traduit par une croissance bactérienne positive par comparaison avec un
témoin. Dans le cas inverse, I’absence de croissance bactérienne indique que 1’isolat ne
peut pas biodégrader le pesticide testé. Les résultats obtenus sont rassemblés dans les
Tableaux ci dessous.
Tableau N° 06: Résultat de la biodégradation de 1’herbicide Granstar 75 DF par les isolats
dans les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM + isolat
isolats (Témoin +) (Témoin -) Granstar 75 DF

0,59/1 | 1g/1 | 30/l | 69/1 | 129/
Al - + ++ ++ ++ ++ +
A2 - - ++ ++ ++ ++ =
Bl - - ++ ++ ++ ++ +
B2 - + - - - - -
C1 - + + ++ +++ | 4+ +++
C2 - - + ++ ++ ++ +++

Plusieurs genres et especes de la famille des actinomycétes sont impliqués dans la
biodegradation des pesticides, parmi eux les herbicides et les insecticides. L’étude de cette
dégradation dépond de plusieurs parameétres: la composition, la structure des produits

utilisés ainsi que les propriétés des bactéries testées.

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 blanc
Trametes hirsutus accumule 1’herbicide Lindane sans le dégrader. Dans notre travail nous
avons testés la dégradation des pesticides en utilisant différentes concentrations afin de
déterminer la concentration inhibitrice de la croissance et afin de s’assurer qu’il ne s’agit

pas seulement d’une accumulation du produit.
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Apres 7 jours d’incubation, I’absence de la croissance sur milieu minimum additionné
d’un pesticide donné servant comme un témoin positif est expliqué par I’absence des

contaminants dans le pesticide utilisé.

3 -
2,5 -
o 2 - =050/
(&)
& m1g/l
A 1,5 1
'S 39/
© 1 = 69/l
0,5 - m12 g/l
0 S—
Al A2 B1 B2 c1 C12
Isolats

Figure N° 14: Croissance des isolats dans les différentes concentrations de 1’herbicide
Granstar 75 DF.

Pour le milieu minimum utilisé comme témoin négatif, trois souches (A1, B2 et C1) ont
présentées une croissance (Figure N° 23). Ce résultat peut s’expliqué par le fait que ces
isolats possedent encore dans leurs vésicules de réserves des sources de carbone leurs
permettant de pousser sur le milieu minimum. C’est pour cela que dans plusieurs travaux
des croissances successives sur le milieu minimum doivent étres réaliser avant de

commencer le test de biodégradation.

Les résultats obtenus montrent que parmi les souches testées 83,33% présente une
croissance sur le Granstar 75 DF comme unique source de carbone et d’énergie (Tableau
N° 06). Pour les souches C1 et C2, on observe que la dégradation de Granstar est
relativement croissante avec les concentrations testées (Figure N° 22). Pour les souches
Al, A2, Bl la croissance est modérée dans toutes les concentrations a 1’exception de la
derniére concentration (12 g/l). La souche Al et B1 présente une faible croissance, alors
que la souche A2 leur croissance est achevée. Ces résultats expliquent que le Granstar 75

DF est biodégradable par la majorité des souches. Ce qui montre que la matiére active de
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ce dernier & savoir le tribenuron- methyl est facilement biodégradable par nos isolats

d’actinomycetes.

L’intolérance a ce pesticide est observée chez la souche B2, qui ne présente aucune

croissance sur toutes les concentrations testées.

Tableau N° 07: Résultat de la biodégradation de I’herbicide Mustang 360 par les isolats

dans les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM+ isolat Mustang 360 SE
isolats (Témoin +) (Temoin -)
0,59/l | 1g/l | 39/l | 6g/1 | 129/l

Al - + + + + - -
A2 - - + + + - -
Bl - - + + + - -
B2 - + - - - - -
C1 - + ++ + + - -
C2 - - ++ + + - -

Comme on peut le voir dans le (tableau N° 07), la dégradation de I’herbicide Mustang
360 SE représente 83.33%. Le Mustang est dégradé par les mémes souches (Al, A2, B1,
C1, C2) qui dégradent le Granstar 75 DF. Cette dégradation est observee dans les trois
premieres concentrations pour toutes les souches a I’exception de la souche B2 (Figure N°

25). Pour les deux derniéres concentrations, aucune croissance n’a été observée.
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Figure N° 15: Croissance des isolats dans les différentes concentrations de I’herbicide
Mustang 360 SE.

Nous constatons que la concentration 6 g/l représente la concentration minimal
inhibitrice sur nos actinomyceétes (Figure N° 15). Nos résultats son en corrélation avec
plusieurs travaux qui affirme la toxicité des pesticides sur les microorganismes du sol. En
effet Selon (Columa, 1977 ; Barriuso et al., 1996) les pesticides peuvent étre toxiques
pour les microorganismes du sol. Dans ce cas, l'activité microbienne est ralentie et on
assiste a une sélection de microorganismes résistants aux pesticides ou pouvant I'utiliser
comme source de carbone. Cela se traduit par des réajustements microbiens pouvant étre
associés a des modifications de caractéristiques physiologiques de la microflore des sols et

a une diminution de la diversité des microorganismes.

Tableau N°08: Résultat de la biodégradation de I’herbicide Pallas 45 OD par les isolats
dans les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM + isolat Pallas 45 OD
isolats (Témoin +) (Témaoin -)
0,59/ | 1g/l | 3g/l | 69/l | 129/l

Al - + - - - - -
A2 - - - - - - -
B1 - - - - - - -
B2 - + - - - - -
C1 - + + ++ ++ - -
C2 - - + ++ ++ - -
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croissance
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Figure N° 16: Croissance des isolats dans les différentes concentrations de 1’herbicide
Pallas 450D.

Tableau N° 09: Résultat de la biodégradation de I’herbicide Cossack OD par les isolats

dans les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM + isolat
isolats (Témoin +) (Témoin -) Cossack OD
0,59/ 19/l | 3g/l | 69/l | 129/l

Al - + - - - - -
A2 - - - - - - -
Bl - - - - - - -
B2 - + - - - - -
C1l - + ++ ++ ++ ++ ++
C2 - - + + ++ ++ ++
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Figure N° 17: Croissance des isolats dans les différentes concentrations de I’herbicide
Cossack OD.

Les isolats C1 et C2 sont les seuls isolats qui peuvent se développer sur le Pallas 45 OD
et le Cossack OD comme seule source de carbone et d’énergie. Pour 1’herbicide Pallas 45
OD, la croissance est faible dans la concentration 0,5 g/l. Elle est modérée dans les
concentrations 1 g/l et 3 g/l (Figure N° 16). Une intolérance est observée dans les deux
fortes concentrations. Pour le cossack OD, ces deux souches poussent trés bien dans toutes
les concentrations testées. Cette croissance peut expliquer la capacité de ces isolats a
produire des enzymes extracellulaires responsable de la dégradation de ces deux
herbicides. Ces pesticides ont des compositions complexes. Le Pallas 45 OD est composé
de deux matieres actives (pyroxsulam+cloquintocet-mexyl). Le Cossack est composé de
trois matiéres différentes (lodosulfuron-Methyl-Sodium + Mesosulfuron-Methyl+
Mefenpyr-Diethyl). Ce type de formulations rend ces herbicides trés difficiles a dégrader
par un microorganisme. L’emploi de souches trés performantes ou 1’usage de consortium
microbien est nécessaire pour pouvoir dégrader ce genre de formulation de pesticides. Nos
résultats sont prometteurs car nos deux souches C1 et C2 sont trés performantes et peuvent

étres utiliser a elles seules, pour dégrader le Pallas 45 OD et le Cossack OD.
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Tableau N° 10: résultat de la biodégradation de 1’herbicide Fluazifop par les isolats dans

les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM + isolat
isolats (Témoin +) (Témoin -) Fluazifop
0,50/l | g/l | 3g/l | 6g/1 | 129/l
Al - + - - - - -
A2 - - - - - - -
Bl - - - - - - -
B2 - = - - - - -
C1 - + + - - - -
C2 5 > ++ ++ = > >
2 -
1,8 -
1,6 -
o 14 -
2 12 1 =0,5¢/
2 1 m1g/l
S 08 -
’ 3g/1
O 06 - g
0,4 - m6 g/l
0,2 - =12 g/l
o .
Al A2 B1 B2 c1 C2
Isolats

Figure N° 18: Croissance des isolats dans les différentes concentrations testées de

I’herbicide Fluazifop.

Le tableau montre que le pourcentage de la dégradation de 1’herbicide Fluazifop est de
33.33% (Tableau N° 10). Les isolats C1 et C2, sont les seules qui résistent a ce pesticide.
Ces deux actinomycétes poussent uniquement sur des concentrations faibles de ce produit
chimique. La croissance est achevée apres une concentration de 0.5g/l pour la souche C1 et
apres 1 g/l pour la souche C2 (Figure N° 24) cela indique que les concentrations les plus
élevés ne sont pas tolérées par nos isolats d’actinomyceétes de ce fait elles ne peuvent pas
dégrader ce pesticide (Figure N° 18). Nous pouvons expliquer la croissance de ces deux
bactéries sur les faibles concentrations par une simple accumulation de 1’herbicide. Dans

des travaux antérieurs, il semblerait que la matiére active (fluazifop-P-butyle) de ce
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pesticide est hydrolysable plus rapide en milieu alcalin qu'en milieu acide. Les demi-vies
de cette matiere varient de >120 jours a pH 4 4 0,2 jour & pH 9 (Site web 3).
Tableau N° 11: Résultat de la biodégradation de 1’insecticide Cyrpa 25 EC par les isolats

dans les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM + isolat
isolats (Témoin +) (Témoin -) Cyrpa 25 EC
0,59/l | 1g/l | 3g/l | 6g/l | 129/l
Al - + - - - - -
A2 - - - - - - -
B1 - - - - - - -
B2 - + - - - - -
Cl - + + - - - -
C2 - - - - - - -
1 -
0,9 -
0,8 -
o 07 -
2 06 - =0,5¢/l
8 05 - =1g/
S 04 -
’ 3g/1
@) 03 - g
0,2 - L) g/l
0,1 - =12 g/l
o e — S——— — a— W — —
Al A2 B1 B2 c1 c2
Isolats

Figure N° 19: Croissance des isolats dans les différentes concentrations testées de
I’insecticide Cyrpa 25 EC.

(Giri et al.,, 2005) ont trouvés que le genre Streptomyces ainsi que le genre
Micromonospora ont la capacité de dégrader la cypermethine. D’aprés nos résultats
obtenu sur la dégradation de I’insecticides Cyrpa 25 EC (Tableau N° 11), I’isolat C1 été
le seul capable d’utiliser ce dernier a une concentration de 0,5¢/l. Ce résultat indique que
ce pesticide n’est pas bien dégradé par nos isolats d’actinomyceétes (Figure N° 19).
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Tableau N° 12: Résultat de la biodégradation de I’insecticide Deltaplan 12.5 ULV par les
isolats dans les différentes concentrations.

Les MM+ pesticide MM+ isolat
isolats (Témoin +) (Témoin -) Deltaplan 12.5 ULV
0,5g9/1 | g/l | 3g/l | 69/l | 129/l
Al - + - - - - -
A2 - - - - - - -
B1 - - - - - - -
B2 - + - - - - -
C1 - + + + - - -
C2 - - + + - - -
1 -
0,9 -
0,8 -
0,7
(b}
% 0,6 - =059/
8 05 - =g/l
© 04 -
s 39/l
< 03 - g
02 - =69/l
0,1 - m12g/
0
Al A2 B1 B2 c1 C2
Isolats

Figure N° 20: Croissance des isolats dans les différentes concentrations de I’insecticide
Deltaplan 12.5 ULV.

Les résultats de la dégradation de I’insecticide Deltaplan12.5 ULV est différents a celle
obtenues de I’insecticide Cyrpa 25 EC. En effet, la souche C1 peut croitre dans les deux
concentrations minimales de [I’insecticide Deltaplan 12.5 ULV (Tableau N°12),
contrairement aux deuxiéme pesticide qui présente une croissance seulement pour la
premiere concentration a noté que la souche C2 présente ainsi une croissance dans les
concentrations 0.5g/l et 1g/l. Cela indique que ces isolats utilisent le Deltaplan 12.5 ULV

comme source de carbone et d’énergie grace a des enzymes spécifiques. L’augmentation
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de la concentration plus de 1g/l change la physiologie de ces souches ce qui inhibe leur
croissance et montre une intolérance a ce pesticide par nos isolats (Figure N° 20).

A partir de ces résultats, on peut constater que 1’herbicide Granstar 75 DF est le plus
dégradable presque pour toutes les concentrations testé, suivis par ’herbicide Mustang 360
SE qui présente une dégradation sauf pour les trois premiéres concentrations. Le Cossak
OD, le Pallas 450D, le Deltaplan 12.5ULV, I’herbicide Fluazifop sont dégrades mais a des

concentrations variables. L’insecticide cyrpa 25EC qui est le moins biodégradable.
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Figure N° 21: Le nombre des pesticides dégradés par chaque isolat d’actinomycete testé.

Il est a noter que les souches (C1 et C2) sont les seules qui ont montrées une aptitude a
biodégrader presque tous les pesticides testés dans cette étude (Figure N° 21). Ces deux
actinomycetes méritent d’apreés nous une attention particuliere car nous avons la, deux
candidats trés prometteurs qui peuvent étre utilisé dans la bioremédiation des sols pollués

par ces pesticides.
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Figure N° 22 : Résultat positif de la biodégradation du Granstar 75 DF a une
concentration de 0.5g/l par les isolats C1 et C2.

o

o

y Témoin (& 4 |TEmoin Cz

Figure N° 23: Résultat positif de 1’isolat C1 et résultat négatif de I’isolat C2 sur le milieu
minimum de Vandermess.

Figure N° 24: Résultat négatif de la biodégradation de Fluazifop a une concentration de
39/l par les isolats C1 et C2.
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Figure N°25 : Resultat positif de la degradation de Mustang 360 SE a une concentration
de 0.5¢/l par les isolats Al, A2, B1.

4 Identification présomptive des souches actives d’actinomycétes

Parmi les 6 isolats testées nous avons choisi les isolats C1 et C2 afin de leurs réaliser

une pré-identification.

4-1 Caracteéres culturaux

I1 est important de signaler I’importance de I’utilisation de plusieurs milieux de culture
dans I’étude morphologique, puisque 1’observation des chaines de spores ne s’effectue que

sur les milieux donnant une bonne croissance (maturation complete) (Aouar, 2006).

Les colonies C1 et C2 apparaissent aprés 1 a 2 jours d’incubation. Elles ont une
croissance rapide sur tous les milieux ISP2, GBA et GLM (Figure N° 26). Cependant, la
croissance est abondante avec formation d’un mycélium de substrat surmonté d’un
mycélium aérien (Tableau N° 13). Les isolats C1 et C2 présentent des caractéristiques

culturales différentes.

- Sur milieu ISP2

Dans les premiers jours d’incubation, la souche C1 développe un mycélium primaire de
couleur blanc alors que la souche C2 développe un mycélium primaire de couleur verte.
Aprés une semaine les deux souches C1 et C2 apparaissent colorées avec un mycélium
secondaire qui porte une couleur (gris et beige) respectivement. Au 14eme jour, les deux
souches donnent des colonies poudreuses de couleur blanchatre ou mélangée avec d'autres
couleurs (gris, beige). Cet aspect est particulier pour les souches développant un mycélium
aérien. Au 21éme jour d’incubation, les deux souches apparaissent pigmentées, c’est la

maturation des cultures. Aprés maturation, les deux souches (C1 et C2) apparaissent
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colorée presque dans touts les milieux. Cette coloration est probablement due a la
production de pigments.

Tableau N° 13: La couleur du mycélium aérien et le mycélium du substrat des deux isolats
actifs Cl et C2.

Milieu ISP2 GLM GBA

Mycélium | MS MA MS MA MS MA

Souche C1 | Blanc Gris Blanc Gris Blanc Jaune

SoucheC2 | Vert Beige Beige Gris Blanc Marron
fonce

- Sur milieu GLM

Les mémes caractéres culturaux de la souche C1 sur milieu ISP2 sont observé sur le
milieu GLM la différence est seulement dans 1’absence de pigmentation. Concernant la
souche C2 la couleur du mycélium primaire est beige dans les 2 premiers jours avec des
contours blancs aprés 7 jours d’incubation cette souche produits un mycélium secondaire
de couleur grise.

- Sur milieu GBA

La morphologie de la souche C1 est représenté par 1’apparition d’un mycélium primaire
de couleur blanche, aprés quatre jours d’incubation le changement de la couleur vire vers
le jaune et montre que le mycélium secondaire est produit. Les pigments diffusibles sont
remarquables lors de la maturation (jaune et marron). La souche C2 possede un mycélium
primaire blanc et un mycélium secondaire de couleur marron foncé.

La morphologie de la souche C1 et C2 peut étre est rapproche des Streptomyces et genre
apparentés. La couleur des colonies est dans les temps (gris, beige) respectivement. Ce qui
nous permet de la classée dans la série grise pour I’isolat C1 et beige pour I’isolat C2
proposée par Shirling et Gottlieb de [/ ’international Streptomyces Project (ISP).
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C2 /GLM

Figure N°26: Résultat de la croissance des isolats C1 et C2 sur milieux (ISP2, GLM,
GBA).

3-2 Technique des lamelles

Les observations de I'étude microscopique sont rassemblées dans la (Figure N° 27).
Apres 7 jours d'incubation, les lamelles retirées de la gélose sont déposées sur une lame,
puis observées au microscope optique. Il apparait que les deux souches développent un

mycélium de substrat ainsi qu™un mycélium aérien.
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Figure N° 27: Observation microscopique des isolats C1 et C2 grandissemnt X 100
(technique des lamelles). a : mycélium de substrat de la souche C2, b : mycélium aérien
avec les chaines de spores de la souche C2, ¢ : mycelium de substrat de la souche C1 , d:
mycélium aerien de la souche C1.

- Pour la souche C1

Le mycélium du substrat se présente sous forme de longs filaments, trés ramifiés, non
fragmentés, trés fines, non sporulés. Le mycélium aérien épais est constitué de filaments
ramifiés. Les endospores, les sclérotes, les sporanges et les synnemas n’ont pas été
observés. Cette souche est rattachée au genre Streptomyces décrit par Waksman et
Henrici (1943).

- Pour la souche C2

L’observation du mycélium du substrat montre de longs filaments, ramifiés dépourvus
de septums. Le mycélium aérien est épais, plus fonceé, et constitué de filaments ramifiés en
chaines de spores droites. Les spores sont en batonnets et non mobiles. Les endospores, les
sclérotes, les sporanges et les synnemata n’ont pas été observés. Ces caracteres permettent

de rapprocher cette souche au genre Streptomyces (Annexe 02).
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Conclusion et perspectives

Dans ce présent travail, I’isolement a partir de deux échantillons de sol Saharien préleve
de la région de Ouargla et celui d’une sebkha d’El- Oued ont permis d’obtenir 11 souches
actinomycetales. Parmi ces isolats, six ont été sélectionnés pour tester leur aptitude a
biodégrader cing herbicides et deux insecticides parmi les plus utilisés en Algérie. Les
testes de biodégradation ont été effectués sur un milieu minimum complétement exempte
de source de carbone, additionné de chaque pesticide et dans différente concentrations (0.5
o/l, Lg/l,3g/l,6g/l, 12 g/l).

L’ensemble des résultats obtenus pour les six isolats donne un apercu général sur le
potentiel de ces souches a dégrader ces produits toxiques et montrent que 83.33% des
actinomycetes sélectionnés ont dégradés le Granstar 75DF dans presque toutes les
concentrations testés. Le méme pourcentage a été noté pour la dégradation de 1’herbicide
Mustang 360 SE et ce pour les concentrations de 0.5 g/l, 1 g/l et 3 g/l. Un pourcentage de
33,33% des isolats ont dégradés les herbicides suivante Pallas 45 OD, Cossack OD et
Flouazifop. Ainsi que I’insecticides Deltaplan 12.5 ULV. Tandis que 16.66% seulement
d’entre eux ont pu dégrader I’insecticide Cyrpa 25 EC qui reste le pesticide le moins
dégradé. Dans nos résultats il apparait également que deux isolats d’actinomycétes (C1 et
C2), isolés a partir du sol sont les seuls qui ont montrés une aptitude a dégrader la totalité
des pesticides testés a 1’exception de I’insecticide cyrpa 25 EC qui a été dégradé seulement
par la souche C1.Ces deux bactéries seules ou préparées en consortium, peuvent étres
d’excellents agents de bioremédiation de sol désertiques agricole pollués par ces pesticides.

L’¢étude de quelques caractéres macroscopiques et microscopique, nous ont permis de

rapprocher les deux souches actives au genre Streptomyces.

Les perspectives qui découlent de ce travail sont nombreuses. Ceci encourage la
poursuite des études pour [I’identification moléculaire des espéces performantes,
’utilisation sur terrain des souches actives dans la bioremédiation des sols Saharien
contaminés par ces pesticides et 1’étude de la cinétique de dégradation des pesticides par

ces souches soit seules ou en consortium.
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Composition des milieux de culture et solutions utilisées

Annexe 1

Milieu ISP 2
Extrait de levure 49
Extrait de malt 10g
Glucose 49
Agar 209
Eau distillée 1000 ml
pH=17,3
Milieu GLM
Extrait de levure 39
Extrait de malt 309
Glucose 10¢g
Peptone 50
Agar 209
Eau distillée 1000 ml
pH=7,2
Milieu GBA
Glycérol 20 ¢
Amidon soluble 209
Peptone 109
Extrait de viande 50
CaCO3 39
Agar 20¢
Eau distillée 1000 ml

pH=7
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Milieu minimum: (Vandermess, 1996)

KNO3 13,76 g/l
KH2PO4 1,78 g/l
Na2HPO4, 2H20 4,66 g/l
Na2S04 9,68 g/l
EDTA 10 mg/l
FeSO4, TH20 5 mgl/l
MnCI2, 4H20 1,22 mgll
ZnS0O4, TH20 0, 25 mg/l
CuS0O4, 5H20 0, 2 mg/l
CuS0O4, 5H20 0, 2mg/l
CaCl2, 2H20 1 mgl/l
Na2MoO4, H20 0, 2 mg/l
pH=7

Eau physiologique

NaCl

9¢g

Eau distillée

1000 ml
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Annexe 2

Micromorphologie de quelques espéces d’actinomycetes appartenant a différents genres.
Les observations ont été effectuées au microscope électronique a balayage.

. Saccharopolyspora interjecta SANK 60983 (Miyadoh et al., 2002) Bar, 5 um.

. Nocardiopsis lucentensis ATCC 51300 (Yassin et al., 1993). Bar, 1um.

. Pseudonocardia spinosa KCTC 9991T (Miyadoh et al., 2002) Bar, 2 um.

. Saccharomonospora viridis IFO 12207 (Miyadoh et al., 2002). Bar, 1um.

. Microtetraspora roseola JCM 3323 (Miyadoh et al., 2002). Bar, 1um.

. Micromonospora sp.SF2259 (Miyadoh et al., 2002).Bar, 1 um.

. Glycomyces rutgersensis NRRL B-16106 (Miyadoh et al., 2002). Bar, 5 pm.

. Streptomyces sp. SF2587 (Miyadoh et al., 2002). Bar, 1um
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Annexe 3

Identification du produit

GRANSTAR 75 DF

Usage Herbicide

Formulation DF

Matiere active TRIBENURON METHYL
Concentration 750 G/L

Déprédation

Adventices dicotylédones

Culture Céréales
Dose d’utilisation 12 g/Ha
Etat physique Solide
Formule chimique ch: . T

N >—N/C\ —g

%r{ L

CH, H O
CH,—O O=C
™
0—CH,

Identification du produit MUSTANG 360 SE
Usage Herbicide
Formulation SL
Matiére active FLORASULAM +2,4D
Concentration 6,25 G/L + 300 G/L
Déprédation Adventices dicotylédones
Culture Blé
Dose d’utilisation 0,6 L/Ha
Etat physique Liquide
Formule chimique du 2,4 D O
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Identification du produit PALLAS 45 OD
Usage Herbicide
Formulation oD
Matiére active PYROXSULAM
+ CLOQUINTOCET-MEXYL
Concentration 45 G/L + 90 G/L
Dépredation Adventices
Culture des Blés
Dose d’utilisation 0,5 L/Ha
Formule chimique du PYROXSULAM _O; ~ -
™ >“‘-N Q. C)F -
= .
Identification du produit FLOUAZIFOP
Usage Herbicide
Formulation EC

Matiére active

FLUAZIFOP-P-BUTYL

Concentration

12,5%

Déprédation

Adventices graminées

Culture

Cultures maraicheéres

Dose d’utilisation

1 L/Ha

Etat physique

Liquide
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Identification du produit

COSSACK OD

Usage

Herbicides

Matiére active

IODOSULFURON-METHYL-SODIUM
+ MESOSULFURON-METHY L+
MEFENPYR-DIETHYL

Concentration

75G/IL+75G/L+225G/L

Déprédation

Dicotylédones / graminées

Annuelle
Culture Céréales
Dose d’utilisation 1 L/Ha
Etat physique Liquide

Identification du produit

DELTAPLAN 12.5 ULV

Usage

Insecticide

Formulation

ULv

Matiére active

DELTAMETHRINE

Concentration

12,5 G/L

Déprédation

Lutte Anti-Acridienne

Dose d’utilisation

0,6-1 L/Ha

Etat physique

Liquide

Formule chimique
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Identification du produit CYRPA 25 EC
Usage Insecticide
Formulation EC

Matiere active

CYPERMETHRINE

Concentration

250 G/L

Depredation

- Aleurodes/Noctuelles
- Pucerons /Psylle
- Teigne

Culture

- Cultures maraichéres sous serre
- Arbres fruitiers
- Pomme de terre

Dose d’utilisation - 12-20 ml/hl
- 10 ml/hl
- 12 mi/nl
Etat physique Liquide
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Résumé :

A partir de deux écosystémes Saharien (sol de Ouargla et une sebkha dans la région d’El-oued), 11
actinobactéries ont été isolées sur 2 milieux d’isolement I’ISP2 et un milieu minimum (le milieu de
vandermess), contenants 1 g/L de I’insecticide Deltaplan 12.5 ULV. 6 souches ont été sélectionnées et
testées pour leur capacité a dégrader 5 herbicides (le Mustang 360 SE, le Granstar 75 DF, le Pallas 45
OD, le Cossack OD et le Flouazifop) et 2 insecticides (le Deltaplan 12.5 ULV et le Cyrpa 25 EC). Ces
pesticides sont les plus utilisés en Algérie selon une enquéte réalisée au centre CCLS de Constantine.
Des concentrations de (0,5, 1, 3, 6 et 12 g/l) de chaque pesticide ont été additionné au milieu minimum,
afin de déterminer la concentration maximale tolérée par nos isolats. Les résultats montrent que le
Granstar 75 DF est I’herbicide le plus dégradé par nos actinobactéries. Le Cyrpa 25 EC est cependant,
le moins biodégradable. Deux isolats d’actinomycétes dénommés C1 et C2, sont les seuls qui ont
montrés une aptitude a dégrader les 7 pesticides a I’exception de Cyrpa 25 EC qui est dégradé seulement
par la souche C1. Selon les criteres morphologiques ces deux isolats sont rapprochés au genre
Streptomyces. Ces deux souches actives peuvent étre utilisées pour la bioremédiation des sols agricoles

arides, pollués par ces pesticides.
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