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Résumé

Au cours de notre travail nous nous sommes intéresses a tester la capacité des
actinobactéries provenant de différents écosystemes a degrader certains pesticides. Apres une
enquéte sur la situation des pesticides dans la wilaya de Constantine, une gamme d’herbicides,
d’insecticides et de fongicides ont été sélectionnés pour cette étude. Une collection des isolats
d’actinobactéries est purifiée par repiquages successifs sur milieu ISP2. Cette collection est
composee de 10 isolats provenant des eaux usées, 9 isolats des eaux thermales et 4 isolats du
sol Saharien, ils sont testés pour leurs aptitudes a dégrader les pesticides choisis. Le test
préliminaire consiste a tester I’utilisation des pesticides, comme seule source de carbone et
d’azote. Ce test est réalisé sur deux milieux minimums, respectivement, celui de Vandermess.
et celui de Bano et Mussarat, additionnés de 0,2g/l du pesticide. Les isolats actifs sont ensuite
testés pour leur tolérance a différentes concentrations (0.5g/1, 1 g/l, 3 g/l, 6 g/l, 12 g/l) afin
d’évaluer leur performance vis-a-vis ces pesticides. Les résultats montrent que le pesticide le
plus dégradé est le Tachigazole qui est utilisé comme seule source de carbone par 55,55% des
isolats des eaux thermales et par 20% des isolats des eaux usées, aussi comme seule source
d’azote par 44,44% des isolats des eaux thermales. En outre, le Deltamight 2,5 EC, le Zoom et
le Granstar75DF se sont avérés toxiques aux actinobactéries testées pour des concentrations
supérieures a 0,2 g/l. Un pourcentage de 56,52 % des isolats testés dégradent au moins un
pesticide. En se basant sur les criteres morphologiques, ces isolats performants se rapprochent
aux genres : Streptomyces, Thermomonosprora, Actinoplane et Nocardia. ils peuvent étre

utilisés pour la bioremédiation des différents écosystémes contaminés par ces pesticides.

Mots clés : Actinobactérie, biodégradation, herbicides, insecticides, fongicides,
bioremédiation.



Abstract

During our study we have been interested in testing the ability of actinobacteria from
different ecosystems to degrade some pesticides. Firstly, we investigated the situation of
pesticides in the wilaya of Constantine, then a range of herbicides, insecticides and fungicides
was selected for this study. A coolection of actinobacterial isolates is purified by successive
transplanting on ISP2 medium, this collection consists of 10 isolates from wastewater, 9 isolates
from thermal water and 4 isolates from Saharan soil. These isolates are tested for their ability
to degrade the chosen pesticides. The preliminary test is about the use of pesticides as the sole
source of carbon and nitrogen on two minimum media which are respectively, the one of
Vandermess and the one of Bano and Mussarat supplemented with 0.2 g / | of the pesticide. The
active isolates are then tested for their tolerance to different concentrations in the aim of making
sure of their performance towards pesticides, in fact, 6 concentrations are chosen (0.5g/1, 1g/l,
3g/1,69/1,12g/1). The results show that the most degraded pesticide is Tachigazole which
is used as the sole source of carbon by 55.55% of thermal water isolates and by 20% of
wastewater isolates and thus as the only source of nitrogen by 44.44% of thermal water isolates,
in addition, Deltamight 2.5 EC, Zoom and Granstar75DF are considered to be toxic to
actinobacteria tested at concentrations greater than 0.2 g / I. 56.52% of the isolates tested
degrade at least one pesticide. Based on morphological criteria, these isolates are similar to the
genera; Streptomyces, Thermomonosprora, Actinoplane and Nocardia. They can be used for

the bioremediation of different ecosystems polluted by these pesticides.

Key words: Actinobacteria, biodegradation, herbicides, insecticides, fungicides,

bioremediation.
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Introduction

Dans le monde moderne, la pollution a pris une telle ampleur qu’elle met en danger la
vie des étres vivants surtout dans les régions ou se développe 1’industrialisation et ou les

déchets domestiques et agricoles ne cessent de s’agrandir.

Les pesticides sont parmi les polluants de la nature les plus importants. Seulement 5%
atteindraient leur cible quelle que soient les conditions de leur utilisation et les
caractéristiques du milieu, le reste étant dispersé dans les différents compartiments de
I’environnement (Bertrand et al , 2011). Les pesticides sont qualifiés de xénobiotiques, car
ce sont des produits chimiques de synthése qui doivent étre absents des différents secteurs de

I’environnement.

Les moyens de dépollution mis en jeu sont les traitements physico-chimiques. Ces
techniques sont malheureusement trés couteuses et les produits résultants peuvent étre encore
plus toxiques. Il était donc nécessaire pour les chercheurs de développer des méthodes

alternatives moins couteuses et appréciable pour la nature, afin de palier a ce probleme.

Les phénomeénes naturels de dépollutions par les microorganismes, ont orientes les
chercheurs a des applications biologiques. En effet, de hombreuses observations ont montré
que les eaux de surfaces ainsi que les eaux usées, bien aérées sont capables de s’auto-épurer.
Ces phénomenes d’épuration naturelle résultent de 1’action combinée de diverses facteurs :
d’une part les facteurs physico-chimiques tel que la dilution, la sedimentation, les
rayonnements solaires ....etc; et d’autre part des facteurs biologiques auxquels participent

intensément la microfaune et la microflore aquatique (Chea, 1975).

Dans I’environnement naturel, les matiéres organiques sont dégradées essentiellement
par les microorganismes hétérotrophes dont le nombre croit énormément dans les milieux
riches en nutriments comme les eaux usées et qui sont adaptés parfaitement a la dégradation
des polluants (Tortora, 2003 ; Bertrand et al, 2011). Ainsi, les systemes actuels de
traitement des eaux usées utilisent la dégradation microbienne comme principale moyen.
L’adaptation des microorganismes a la dégradation des xénobiotiques repose essentiellement
sur une grande diversité des «outils» enzymatiques des communautés microbienne
naturelles, associés a une grande plasticité de leurs génomes de faire apparaitre des

combinaisons nouvelles adaptées a un environnement chimique nouveau.
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Parmi les microorganismes qui ont un réle important dans la biodégradation des
différents xénobiotiques comme les pesticides, les actinomyceétes retiennent particulierement
notre attention. Ce sont d’excellentes producteurs d’enzymes diverses appliqués aux différents

domaines notamment la dépollution.

Cependant, les travaux faisant appel aux actinomycetes dans ces biodégradations
restent moins apportés dans la littérature comparativement aux autres bactéries (Hocinat,
2018).

Les actinomycétes appelés maintenant actinobactéries, présentent un sous-groupe des
bactéries a Gram positif qui possede un GC% important. 1ls se présentent généralement sous
forment de filaments multicellulaires semblables a des hyphes fongiques. Elles peuvent
sporuler en réponse a des conditions défavorables, les spores asexuées peuvent germer et

donner de nouveau le mycélium végeétatif, ce qui favorise leur propagation.

Ce sont des microorganismes ubiquitaires adaptés a divers milieux écologiques

terrestres et aquatiques. Le genre Streptomyces est le plus fréquent, dans ces milieux.

La question principale qui s’impose est de savoir comment déterminer la capacité des

actinobactéries provenant des différents segments de la nature a biodégrader les pesticides.

A cet effet, nous avons mis 1’accent sur la capacité des actinomycetes a biodégrader
les pesticides. Nous avons choisi certains pesticides parmi ceux les plus utilisés dans la wilaya

de Constantine. Pour cela, nous nous sommes fixées comme objectif de :

Purifier et entretenir les souches d’actinomyceétes provenant de différents écosystémes

(eaux usées, eaux thermales, sol Saharien).

- Chercher les pesticides commercialises et distribués a Constantine et de déterminer
ceux qui sont les plus utilisés depuis des années.

- Mettre en évidence la capacité de ces souches a biodégrader ces pesticides.

- En fin, d’identifier par méthodes morphologiques les souches les plus performantes.
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Chapitre 1 : Généralités sur les pesticides et ses differentes voies de

dégradation

1-1- Historique
Les humains ont utilisé des pesticides depuis 500 ans avant J.C en quantités
considérables en agriculture intensive pour protéger leurs cultures.

Selon Bertrand et al., 2011, les civilisations du pourtour de la méditerranée utilisaient
comme insecticides des extraits de capitules de fleurs de pyrethre ou de feuilles de Tabac, dés
le Véme siécle, les chinois utilisaient dans le méme but des préparations a base d’arsenic, les
égyptiens utilisaient 1’huile de pétrole pour contrdler le développement de fongi-
phytopatogene.

De nombreux pesticides de synthése apparaissent des le début du XXeéme siécle, C’est
le cas par exemple du dinitro-ortho-crésol (DNOC) ou encore Le Di-chloro -Diphényl-
trichloré thane (DDT) dont La premiére large application a été pendant la Seconde Guerre
Mondiale en 1943 dans la région de Naples (Italie), pour lutter contre le pou de corps
(Pediculushumanus), au méme époque, la découverte des premiers herbicides sélectifs et des
herbicides a activité hormonale, a contribué largement au développement de la lutte
chimique.

Depuis lors et au cours des derniére années, les pays industriels ont développé des
pratiques culturales reposant largement sur une utilisation toujours plus abondante des
produits phytosanitaires.

Plusieurs facteurs ont eu un effet marquant sur cette évolution tel que :

- La recherche d'un rendement élevee

- La protection de la qualité des produits alimentaires.

- Une main d’ceuvre plus réduite.

- De nombreuses substances ont été découvertes ; ils appartiennent aux familles chimiques des
organophosphorés, des carbamates et des pyréthrinoides.

A partir des débuts de 1960, 'utilisation des pesticides est montée en fleche en Asie et
en Amérique du Sud 4. 65 % des pesticides dans le monde sont utilisés dans les pays
développés, mais l'utilisation dans les pays en développement est de plus en plus élevée
(Clavet et al ; 2005).
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1-2- Définition

Etymologiquement, 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).

Un pesticide est une substance, ou un meélange de substances, utilisé pour empécher
d’agir, détruire ou neutraliser un ravageur, un vecteur de maladie humaine ou animale, une
espéce végétale ou animale nocive (FAO, 1986).

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).

1-3- Classification

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché, sont caractérisés par une telle
variété de structures chimiques, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification
est complexe (Merhi, 2008)

Deux systemes sont actuellement utilisés :
- Le premier tient compte la nature chimique

- Le deuxieme repose principalement sur la nature des cibles visée (Tableau 1).
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Tableau 01: Systeme de classification des produits phytosanitaires (EI Mrabet, 2008).

Deuxieme systeme de classification

Premier systéeme de classification

En fonction de la

Spectre d’action

En fonction de la nature chimique

Cible de la substance active
Les végétaux rentrant en
- concurrence avec les plantes
Herbicides P
a protéger en ralentissant leur
croissance.
Fongicides Les champignons ou encore
les bactéries résponsables des
phytomaladies.
e Organochlorés
Insecticides Protection des plantes e Organophosphorés
contre les insectes. e Les carbamates
Acaricide Acariens. e Les pyréthrynoides

e Lestriazines

Némanticides

Contre les vers du groupe

Nématodes.

e Les urées- substituées

Rodonticides

Contre les rongeurs

Molluscicides Contre les limaces et les
escargots
Taupicides Contre les taupes

Corvicides et

Corvifuges

Contre les corbeaux et les
autres oiseaux, ravageurs

des cultures.
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1- 4- Composition et formulation
1-4-1-Composition
Un pesticide est une préparation composé de plusieurs substances

1-4-1-1-Une matiére active

C’est une substance qui confére au produit 1’effet poison désiré, tels que: le sulfosulfuron,
le glyphosate, le métaldéhyde, I’isoproturon. Une matiere active a I'état pur ne constitue que
rarement un pesticide, car elle doit étre préparée formulée avant de pouvoir étre utilisée.
1-4-1-2-Les additifs

Des substances qu’on ajoute pour renforcer 1’efficacité et la sécurité du produit et qui

peuvent étre :
- un diluant ou une charge, substances neutres, permettant de réduire la consommation de
matiere active
- des adjuvants, qui améliorent l'efficacité de la matiére active, Ces adjuvants peuvent étre:
des mouillants, des adhésifs, des stabilisants, des synergistes, des substances colorantes, des
substances odoriférantes (Appert, 1988).

1-4-2- Formulation

Les PPP sont disponibles en différentes formulations (liquide, solide ou gazeuse), afin
de rendre leur application la plus efficace possible :
- Les formulations liquides incluent les suspensions (suspensions concentrées), les solutions,
les concentrés émulsifiables, les suspensions en micro-capsules et les aérosols.
- Les préparations solides comprennent les poussiéres, les particules, les granulés, les
pastilles, les granules solubles, les poudres solubles, les appats, les tablettes, les comprimés,
les pates granulées et les poudres mouillables.
- Les PPP gazeux sont généralement des fumigants, ils peuvent étre vendus sous forme de
liquide ou de gaz (Annexe 1).
1-5- Mode d’action des pesticides

Selon (Comité sécurité Alimentaire d’Aprifel, 2004), les principaux modes d’action

des pesticides sur les organismes cibles se résument dans les tableaux 2, 3 et 4 :
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Tableau 2 : Modes d’action des insecticides et acaricides

e Action sur le systeme nerveux e Action sur la cuticule
-Action sur les synapses H et les - Inhibition de la chitine H
neuromédiateurs

-Action sur la transmission axonale

e Action sur la respiration e Perturbateurs de mue
-Inhibition du transport des électrons dans les -Action sur I’ecdysone H
Mitochondries H - Action sur I’hormone juvénile H

-Inhibition de la phosphorylation oxydative H

Tableau 3 : Modes d’action des fongicides

e Action sur les processus e Action sur les biosyntheses
respiratoires - Biosynthese des stérols
-Inhibition des complexes Il et I11H - Biosynthése de I’ARN et de I’ADNH
Phosphorylation oxydative -Biosynthése des mélanines H

- Inhibition de la germination

e Action sur les microtubules e Autres modes d’action
-Combinaison avec la tubuline -Action sur les membranes et la croissance
-Inhibition de la germination
-Modification de la perméabilité cellulaire
-Inhibition de I’élongation des tubes

Germinatifs
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Tableau 4 : Modes d’action des herbicides

¢ Inhibition de la photosynthése

-Inhibition du PS | et du PS IIH

e Inhibiteurs de la synthése des
caroténoides
-Inhibition de la PDSH et de la 4-HPPD

¢ Inhibition de la synthéese des

lipides

e Inhibiteurs de la synthese des

chlorophylles

-Inhibition de I’enzyme ACCase, des
élongases et des enzymes de cyclisation du
GGPPH

¢ Inhibition de la synthese des acides e Découplants
amineés (chloroplastes)
- Inhibition de la synthése de la glutamine,

des AA aromatiques et des AA ramifiés

e Perturbation de la régulation de e Perturbateurs de croissance
P’auxine AIA
- Inhibiteurs de la division cellulaire, blocage | -Inhibition du transport auxinique et de la

de la tubuline, du fuseau achromatique, synthese de la cellulose

blocage de la synthése de 1’acide folique

1-6-

1-6-1- Législation internationale des pesticides

Situation des pesticides dans le monde

Un organe subsidiaire de la Commission du Codex Alimentarius (CCA) appelé
Comité du Codex sur les résidus des pesticides (CCPR) émet des avis sur toutes les questions
relatives aux résidus de pesticides.

En 1989, un guide pour le calcul prévisionnel des quantités de résidus de pesticides
apportées par l'alimentation a été préparé par le Global Environment Monitoring System —
Food Contamination Monitoring and Assessment Programme (GEMS/Food) en collaboration
avec le CCPRA47,

l'acceptabilité des LMRs Codex et a prendre des décisions nationales concernant

Ce guide a pour but daider les autorités nationales a examiner

I’enregistrement des pesticides (Comité sécurité Alimentaire d’Aprifel, 2004).
La limite maximale de résidus (LMR) est la concentration maximale des résidus de
pesticides légalement tolérée dans ou sur des denrées alimentaires ou des aliments pour

animaux ; Elle s’exprime en mg/kg, en pg/l ou en ppm. Il existe pour chaque produit
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des LMR nationales et des LMR internationales qui sont utilisées lors des échanges

internationaux de denrées (Commission Européenne, 2008)

1-6-2- Marché mondiale des pesticides

Selon I'observatoire des Reésidus de Pesticides (2015), la production mondiale des
pesticides a généré un chiffre d’affaire d’environ 40 milliards de dollars. La répartition de ce
marché entre les différentes catégories démontre la prédominance des herbicides qui
détiennent 47% de cette somme, suivies des insecticides qui représentent pres de 29 % et les
fongicides 18 %, comme le montre la figure 1 (ACTA, 2002).

W Herbicides W Insectides Fongicides M Autres

18% ‘

Figure 1. Vente de produits phytosanitaires dans le monde. (Source : Agrow, fév. 2000
Rapporté par ACTA 2002)

La consommation mondiale par région met au-devant I’Amérique du nord, suivie de
L’Europe qui utilisent plus de la moitié¢ de la production globale des pesticides (ONSSA,
2015).

1-7- Situations des pesticides en Afrique
Selon Aprifel 2016, I’importation des pesticides en Afrique est faible par rapport au reste
du monde (Figure 2) mais il y a une augmentation importante de 1990 a 2010 (Tableau 5).
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Figure 1.2 Global pesticide sales by region, 2008

Rest of the world (Middle East, Africa)
1+— Asia
Latin America

North America (NAFTA)
Europe

T T T

0% 5% 10% 15% 20%  25% 30% 35%

T = 3 L) 1

Figure 2 : Vente mondiale des pesticides en 2008 (Crop Protection Association UK, 2008)

Tableau 5 : Importation des pesticides en Afrique de 1990-2010 (Aprifel, 2016)

106,839

163,324 500,008

30,102 27,625 47,270
146,634 155,163 354,367
283,575CA 346,112 (+122%) 901,645 (+261%)

1-8-  Situation des pesticides en Algérie

ALGERIE ECO a publié le 29 novembre 2018 que I’utilisation des pesticides en Algérie
est de 0,05 Kg par hectare seulement, trés loin de ce qui est utilisé dans les autres pays a
I’instar de la France, 3,5Kg par hectare, ou bien 2,5 Kg par hectare a I’'USA, en outre, tous les
produits phytosanitaires utilisés dans 1’agriculture sont soumis a plusieurs opérations de
contrdle afin d’obtenir une homologation qui permettra leur mise sur le marché étant donné
que les demandes d’homologation sont examinées par la commission interministérielle
composée de plusieurs départements, dont le Commerce, 1I’Environnement, la Santé..., Selon
le ministre de 1’agriculture, Abdelkader Bouazgui Lors du Conseil de la nation.

En Algérie, Les aspects relatifs a [’homologation, 1’importation, la fabrication, la
commercialisation et 1’utilisation des pesticides sont régis par une loi promulguée en 1987,
relative a la protection phytosanitaire, les pesticides sont soit importés ou produits localement
notamment par Asmidal et d’autres usines privées (TSA, 2018).

10
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1-9- Devenir et dispersion des pesticides dans I’environnement

Dés qu'ils ont atteint le sol ou la plante, les pesticides commencent a disparaitre : ils
sont dégradés ou sont dispersés. Les matiéres actives peuvent se volatiliser, ruisseler ou étre
lessivées et atteindre les eaux de surface ou souterraines, étre absorbées par des plantes ou des

organismes du sol ou rester dans le sol (Hayo, 1997).

Traitement » Transport

L Volatilisation
Prptodégradation
Pluie Dépbt sec
Ruissellement
—_—
Erosion / Transport
Adsorption
l Désorption
-
Ecoulement de
Degradati _
Adsobtion Infiltration subsurface et \
ption drainage
1OL

EAU SUPERFICIELLE

EAU SOUTERRAINE T~
T

SEDIMENT

Figure 3 : Mécanisme de transfert et de transformations des pesticides dans les milieux

1-9-1- Devenir dans le sol
Les processus suivants déterminent le comportement des pesticides dans les sols :
- dégradation par les micro-organismes
- dégradation chimique (p. ex. par hydrolyse)
- rétention par des composants organiques et minéraux
- absorption par les racines des plantes
- volatilisation ;

- effet de dilution par les mouvements de l'eau. (Hayo, 1997).

11
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1-9-1-1- Immobilisation et rétention

Les processus de rétention des pesticides dans le sol immobilisent les molécules dans
le sol et évitent ainsi, au moins temporairement, une diffusion hors du lieu de rétention vers
I’air par volatilisation ou vers 1’eau par entrainement dans les flux hydriques.

La propriété de rétention d’une molécule est généralement définie par le coefficient de
partage, Koc entre phase organique solide du sol et phase liquide. Ce coefficient est surtout
pertinent pour les molécules non ionisées, dont la rétention dans un sol est proportionnelle a

la teneur en matiere organique du sol.

La rétention évolue dans le temps et peut devenir irréversible jusqu’a créer des résidus
liés, non extractibles, dont on ne connait ni la nature chimique exacte, ni la capacité de
libération ultérieure. C'est la matiere organique du sol essentiellement qui retient les matiéres

actives non ioniques (Hayo, 1996).

1-9-1-2- Dégradation

Le processus de dégradation est un facteur de dépollution majeur des
compartiments environnementaux contaminés par les pesticides surtout s’il aboutit a une
minéralisation totale, mais il peut aussi provoquer des pertes d’efficacité¢ des pesticides

utilisés pour le traitement des sols.

La dégradation dépend de la stabilité chimique de la molécule et de facteurs abiotiques
(température, humidité) et biologiques (microflore). Les traitements répétés d’un sol avec un
pesticide peuvent conduire a favoriser I’émergence d’une microflore dégradante adaptée qui

accélére la dégradation de la molécule épandue.
1-9-1-3- Couplage des phénomeénes de rétention et de dégradation

La rétention et la dégradation ne sont pas des phénomeénes indépendants. La rétention
conditionne la disponibilité des produits pour leur dégradation : ainsi les produits a Koc
élevés seront mieux "protégés” que les autres. Ces deux parameétres sont ceux qui servent a
caractériser les risques de mobilité propre & chaque substance dans le cadre de 1’évaluation du
risque écotoxicologique préalable a 1’homologation. Ils sont de ce fait disponibles pour la

majorité des pesticides (base de données Agritox par exemple) (Cemagref, 2005).

12
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1-9-2- Dispersion atmosphérique

Ce n'est que dans les années 1970 et 1980 que l'on a commencé a s’intéresser au
passage des pesticides dans I’atmosphere.

On trouve dans I’air des pesticides provenant soit du sol par relargage, soit des végétaux
traités par volatilisation. On retrouve aussi dans 1’eau de pluie des composés non volatils (tel
que I’isoproturon par exemple), dont la présence s’explique par le transport a longue distance
des produits émis lors de I'épandage, la substance active épandue passe directement dans
I'atmosphere lors d'applications effectuées par helicoptére ou par avion, et reste plus limité
lors d'applications terrestres classiques. Des résidus de pesticides peuvent passer des cultures
vers le compartiment aérien par des phénomenes d'évaporation, de co-distillation avec I'eau
ou encore par le biais de I'érosion éolienne (Comité sécurité alimentaire d’Aprifel, 2004;

Hayo, 1996 ; Observatoire régional de la santé, Rhone-Alpes, 2007).

1-9-3- Dispersion dans les eaux

On s’intéresse a la présence de pesticides dans les eaux superficielles depuis les années
60, depuis qu’on s’est aper¢u de la toxicité directe d’insecticides organochlorés pour des
animaux aquatiques (Carson, 1962; Cope, 1965).

Durant les deux décennies suivantes, on a trouvé de plus en plus de pesticides dans les
eaux souterraines (Boesten, 1989 ; Schivon et al., 1995) ce qui a inévitablement provoqué
une grande inquiétude puisque l'eau de boisson est dans bien des cas puisée dans les
nappes.(Comité sécurité alimentaire d’Aprifel, 2004)

Dans le journal de Agriculture, ecosystem and environment n°60 (1996), Hayo a publié
un article portant pour titre « Assessing the impact of pesticides on the environment », dans
lequel il a traité la dispersion des pesticides dans 1’environnement notamment dans I’eau
résume ci-dessous :

L'eau peut entrainer la dispersion des pesticides dans le milieu par lavage des feuilles,
ou par ruissellement et lixiviation, Le premier contribue a la pollution des eaux de surface

tandis que le deuxiéme contribue surtout a celle des eaux profondes.
1-9-3-1- Le ruissellement

Le ruissellement peut étre défini comme le mouvement a la surface du sol de l'eau et

des matieres dissoutes, suspendues, ou adsorbés sur les sédiments (Leonard, 1990).

13
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Les substances qui sont fortement absorbées et résistent a la degradation et a la volatilisation
restent longtemps a la surface du sol et sont de ce fait plus sensibles a I'entrainement par I'eau.
(Larsonet al., 1995).

1-9-3-2- La lixiviation
Le transfert par lixiviation peut causer la pollution des eaux souterraines.
L'importance de cette pollution dépendra entre autres des propriétés du pesticide, de celles du
sol, de la vitesse d'infiltration et de I'épaisseur de la zone non saturée.
Le taux de lixiviation des pesticides dans le sol décroit avec la teneur en matiére
organique de ces sols et I'épaisseur de I'horizon supérieur a forte activité biologique. Dans
beaucoup de sols, la présence de macropores (fissures, galeries de vers de terre, passage de

racines) favorise I'entrainement des pesticides par lixiviation (Beven et Germann, 1982).

1-9-4- Transfert des pesticides aux étres vivants
Les étres vivants peuvent étre touchés soit par exposition directe durant 1’application
(inhalation), par contacte directe avec les contaminants (eau, sols, végétation...), par
absorption des molécules a partir de milieu de culture (les végétaux) ou indirectement par

consommation des eaux et des aliments contaminés (animale, végétale).

1-10- Toxicologie des pesticides

C'est le manque de sélectivité des pesticides vis-a-vis de leur cible qui provoque la
plupart des effets nocifs pour lI'environnement. Les animaux absorbent les pesticides via la
nourriture ou l'eau d'alimentation, via l'air respiré ou au travers de leur peau ou de leur
cuticule. Ayant franchi diverses barriéres, le toxique atteint les sites du métabolisme ou est
stocké. On utilise habituellement pour estimer la toxicité d'un pesticide la dose qui provoque
un effet particulier chez la moitié de la population soumise au toxique (DE50 ou CE50) ou la
dose létale 50 (DL50 ou CL50). La dose utilisée est la dose maximale sans effet (DMSE) qui
est immédiatement inférieure a celle qui provoque le moindre effet dans la méme épreuve
experimentale (Severn et Ballard, 1990). Pour ce qui est des substances liposolubles, la
bioaccumulation dépend du coefficient de partage octanol-eau Kow; si celui-ci est élevé et la
vitesse de dégradation faible, la substance s'accumulera a des concentrations croissantes dans

les organismes se succédant le long de la chaine trophique (Cooper, 1991). Il est évident
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gu'un pesticide qui suit ce processus est, a exposition et toxicité égales, plus dangereux pour

I'environnement qu'un autre produit qui ne s'accumule pas (Hayo, 1996).
1-10-1- Ecotoxicité

1-10-1-1- Impact sur ’environnement

Les pesticides peuvent étre responsables de pollutions des différents compartiments
environnementaux, tels que le sol, I’eau et 1’air lors de leur fabrication, transport, utilisation
ou lors de I’élimination de produits en fin de vie, dégradés, inutilisés ou interdits (Briand et
al., 2002). L’impact des pesticides sur I’environnement varie en fonction d’un grand nombre

de facteurs dont :

- la persistance du pesticide dans I’environnement (durée de demi-vie)
- le temps d’exposition, la dose et la toxicité
- la sensibilité relative des organismes ou de I’écosysteme exposés

- I’age de I’organisme exposé (Margni et al., 2002).

1-10-1-2- Impact sur la faune et la chaine alimentaire

L’empoisonnement de la faune sauvage dépend de la toxicité d’un pesticide, de la
quantité appliquée, de la fréquence, du moment et de la méthode de pulvérisation, du climat,
de la structure de la végétation et du type de sol (Isenring, 2010).

Selon (Comité sécurité alimentaire d’Aprifel, 2004), Les espéces les plus étudiées
sur le plan de la contamination du compartiment aérien par les produits phytosanitaires sont
les oiseaux d'une part et les abeilles d'autre part.

En ce qui concerne les oiseaux, ils peuvent étre exposés a une toxicité directe comme
dans le cas du 2,4-D ou indirectement suite & des modifications de leur habitat, de leur
nourriture ou de leur capacité de reproduction.

Les insecticides peuvent contaminer les abeilles par deux voies principales, soit
directement en traversant leurs téguments, soit par ingestion du pesticide lors de la
consommation de nectar contaminé.

Ainsi, les organismes aquatiques sont menacés par la toxicité subléthale, la
bioaccumulation des xénobiotiques a partir de la nourriture et la bioconcentration des

pesticides dans les tissus a partir de I'eau sont des phénomeénes trés graves.
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1-10-1-3- Impact sur la flore

Les impacts des pesticides sur la végétation sont le plus souvent recherchés dans
I'optique d'une préservation de la biodiversité.

Une diminution de la biodiversité végétale dans les zones cultivées, associée en particulier a
I’'usage intensif et extensif d’herbicides a été mise en évidence dans divers pays d'Europe
(Freemark et Boutin, 1994 in Freemark, 1995)

Les insecticides n’ont pas vraiment d’effets marqués sur les végétaux. Toutefois, des
perturbations de croissance des plantes par des composés organochlorés ont été observées
ainsi que des effets toxiques sur les algues. En revanche, les herbicides peuvent avoir des
effets tres dommageables et cela en deux circonstances. Le premier correspond aux dérives et
aux transferts sur les végétaux voisins d’une culture traitée et reléeve des pratiques de
traitement mise en ceuvre. La deuxiéme concerne la persistance des herbicides (Clavet R.

et al., 2005).

1-10-1-3- Impact sur la microflore du sol
Les pesticides peuvent avoir un effet stimulant ou ralentissant sur 1’activité des
microorganismes du sol.

Un effet stimulant peut découler de I'utilisation par les micro-organismes survivants de
nutriments provenant de la décomposition d'autres micro-organismes tués par les pesticides
ou de la prolifération de microorganismes capables de dégrader ces substances (Smith &
Mayfield, 1977 ; Kunc et al., 1985 ; Venkatramesh & Agrihothrudu, 1988 ; Cortet et al.,
2002). Dans certains cas, une phase secondaire d'inhibition de la croissance des micro-
organismes, voire de réduction de leur abondance, est observée, qui serait parfois liée a la
formation de produits de dégradation toxiques (Corke& Thompson, 1970 ; Taiwo et Oso,
1997).puis une selection des populations les mieux dotées pour résister a cette action toxique
(Barriuso et al., 2004).

1-10-2- Toxicité pour ’homme

Les effets négatifs de pesticides sur la santé humaine résultent d’une exposition de
longue durée de consommateurs. .Les effets secondaires ont été observés Pour la premiére
fois dans les années 1960 suite a I’application intensive de pesticides et I’exposition des

populations a ce type de produits chimiques (Juc, 2007).
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En 1989, WHO et UNP estimait a un million par an le nombre d'intoxications
accidentelles par pesticides dans le monde et & 20 000 celui de cas mortels.

En principe tous les pesticides sont toxiques, mais leur degré de toxicité varie d’un
produit a l’autre. Le DDT avec ses métabolites et le Lindane sont classés comme
cancérigeénes pour I’homme (classe 2B), (IARC, 1974).

Une exposition importante aux pesticides peut provoquer 2 types d’intoxications :

-Toxicité aigle (ou a court terme)

Elle se manifeste généralement immediatement ou peu de temps (quelques minutes,
heures ou jours) aprés une exposition unique ou de courte durée a un pesticide. Les cas
d’intoxication aigue par les pesticides représentent une morbidité et une mortalité
conséquentes dans 1’ensemble du monde (OMS, 2008).

-La toxicité chronique

Elle survient apres contact avec faibles doses répétées de pesticides pendant des
jours, des mois ou des années. Le délai avant ’apparition de symptdmes ou d’une maladie
peut étre tres long. Les effets chroniques des pesticides sur la santé sont typiquement le
cancer. Certaines ¢études ont associé 1’apparition de certaines formes de cancers (Leucémie,
lymphomes non —hodgkiniens et cancer des poumons) a I’utilisation des organophosphorés.

D’autres effets ont été observés chez les mammiféres tels que la perturbation du
développement du feetus et le déréglement des systémes reproducteurs, endocriniens,
immunitaires et/ou nerveux central, respiratoires,cardio-vasculaires, hématologiques,gastro-

intestinaux, ainsi que des modifications du comportement (Québec, 2007).

1-11- Probléme de persistance des pesticides

La persistance d’un pesticide dans le sol peut étre considérée d’un point de vue
environnemental comme durée pendant laquelle un pesticide a un effet non souhaité sur des
organismes vivants (Calvet et al., 2005). La persistance est évaluée en déterminant la durée
de demi-vie de dégradation (DT50) qui correspond a la durée au bout de laquelle la moitié de
la quantité initialement présente est dégradée. (Mamy et al , 2008). La DT peut classer les
pesticides : en pesticides peu persistants: qui ont une demi-vie de moins de six mois et
en pesticides persistants qui appartiennent aux POP (polluants organiques persistants), qui
ont une DT de plus de six mois. Ils sont plus mobiles et posent des risques plus élevés pour la
biospheére et les étres vivants que les premiers. Sachant que le taux de dégradation augmente
généralement avec la température et avec la teneur en eau du sol. La persistance des matieres

actives peut étre trés longue dans un sol sec (Hayo, 1996).
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La persistance de pesticides est estimée dans les eaux, a une dizaine d’années pour le
dichlorodiphenyl-trichloro-éthane (DDT) et plus de vingt ans pour la Dieldrine. (Zeboudji,
2005). Parmi les pesticides majoritairement néfastes en vue de leur persistance dans
I’environnement, on fait appel aux organochlorés. Ils sont définis par (Observatoire régional
de la santé, Rhone-Alpes, 2007) autant qu’insecticides trés stables, résistants a la
dégradation, et pouvant demeurer intacts dans I’environnement durant plusieurs années
comme DDT, dieldrine, heptachlore, aldrine, etc. c’est pourquoi un bon nombre ont fait
I’objet d’interdiction au cours des derni¢res décennies (DDT, lindane, atrazine, simazine,
etc.). lls ont été remplacés par des produits tels organophosphorés et carbamates, moins
stables, moins persistants, laissant peu de métabolites et rendant peu probable leur

accumulation dans 1’environnement.

1-12 Deégradation des pesticides

La dégradation des pesticides est la transformation qui conduit a la
décomposition ou la dissipation de ces derniers, sous I’action des facteurs
chimiques(dégradation abiotique), biologiques et photovoltaiques. Toute une série de
molécules intermédiaires (les produits de dégradation ou métabolites) entre la molécule
initiale et les molécules minérales finales peuvent étre produites (Calvet et al., 2005) C’est
lorsque le pesticide est transformé en molécule minérale, comme le CO2, qu’il est

totalement éliminé. Ce phénomeéne est appelé minéralisation (Mamy et al., 2008).

1-12-1- La dégradation abiotique ou chimique

C’est la dégradation de produits phytosanitaires par les interactions avec les produits
chimiques du sol. Elle est plus importante dans les zones ou ’activité biologique est réduite.
Elle est faite par les réactions d’hydrolyse, de déshydro-halogénation, d’oxydoréduction et de
photolyse (Amalric et al., 2003). Elle est souvent liée a I'action de la lumiére notamment les
rayons ultra-violet(U.V) du soleil, a la température, au pH, a I'humidité du sol et de l'air, a la
volatilité du pesticide a certains ions et la structure du sol (Coulibaly et Smith, 1990).

La dégradation abiotique peut intervenir dans la solution du sol (Calvet, 1980), ou
I'nydrolyse acide ou basique est la réaction la plus fréquente. Mais il est démontré que les
processus réactionnels sont généralement catalysés au niveau des surfaces des constituants du

sol : argiles, matiéres organiques et oxydes métalliques (Senesi, 1993 ; Wolfe, 1990).
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e Photodégradation

C’est la décomposition des pesticides sous I’action de la lumicre par photolyse.
Elle est directe ou indirecte selon que [’énergie est absorbée par les produits
phytosanitaires ou 1’énergie des rayonnements est transmise par les micro-organismes du sol
(Amalric et al., 2003). La lumiere du soleil a été ciblée comme étant la source majeure de

dégradation des pesticides organochlorés et pyréthrénoides dans I'environnement (Eto, 1974).

1-12-2- La degradation biotique (la biodégradation)
1-12-2-1- Notion de la biodégradation

On désigne sous le terme biodégradation la transformation biologique de substances
sous une autre forme (Berry, 1987). La dégradation par les microorganismes est le
phénomene le plus important dans I'élimination des pesticides du sol. La dégradation
paroxydation ou par hydrolyse des pesticides organophosphorés du sol est souvent due a

I'action des microorganismes (Alasdair et al., 1978).

Parmi les nombreux microorganismes impliqués dans la dégradation des pesticides,
les plus représentés sont les bactéries et les champignons (Singh et Walker, 2006).
La dégradation biologique dépend de plusieurs facteurs :
- Parametres du sol tel que la température et I’humidité (plus le sol est humide et chaud
plus la dégradation est rapide), le pH, la fertilité et la texture,
- Le nombre et le taux de D’activit¢ des micro-organismes (qui dépend de lateneur
du sol en éléments énergétiques)
- La composition et la structure chimique des pesticides (Amalric et al., 2003).
Deux types de biodégradation de composés organiques peuvent avoir lieu, Soit totale ou
incompléte.
1-12-2-2-La biodégradation totale
C’est une oxydation compléte ou minéralisation de molécules organiques en composés
inorganiques en présence d’oxygene (respiration aérobie) ou en absence d’oxygene
(Respiration anaérobie) avec production d’un nombre de molécules d'ATP plus important que
dans I’oxydation incomplete.
1-12-2-3-La biodégradation incompléte ou fermentation
C’est une voie d'oxydation incompléte dans laquelle les molécules organiques endogénes

synthétisées par la cellule elle-méme sont utilisées comme accepteurs finals d'électrons. Les
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produits de la fermentation peuvent étre minérales et/ou organiques, elle peut transformer un
composé en métabolites organiques stables qui peuvent étre & leur tour inoffensifs ou
parfois plus toxiques que le polluant initial (Madigan, 1991; Alcamo, 1998 ; Kaufmann,
2004).

1-12-2-4- Principales voies biochimiques de la dégradation des pesticides

Selon (Bertrand et al., 2011), la dégradation des différentes molécules (pesticides)
repose sur un ensemble de capacités biochimiques contrdlées par un large spectre d’enzymes

(chez les plantes, et chez les microorganismes).

Les principales réactions de dégradation adoptées par les microorganismes sont, selon
(Roger et Jacq, 2000) :

-Les réactions d’hydrolyse : Le clivage d'une liaison ester par addition d'eau au biais des

enzymes tels que carboxylase.

-Hydroxylation : L'addition d'un ion OH & une molécule aromatique ou aliphatique la rend

généralement moins toxique.

- Déhalogénation : des enzymes appelés déhalogénases remplacent [I'halogéne, soit par un
ion H (déshalogénation réductive), soit par un ion OH (déhalogénation hydrolytique), et dans
certains cas il s’agit de l'enléevement de l'halogene et dun H adjacent

(deshydrodéhalogénation).

- Déméthylation et déalkylations : pour les pesticides qui contiennent des radicaux méthyl
ou alkyl liés a un N- ou un O-. Une déalkylation du N- ou du O- généralement inactive ces

pesticides.
- Méthylation : ¢’est I’addition d'un groupe méthyle, elle peut inactiver les phénols toxiques.

- Réduction d'une fonction NO-: Le remplacement du radical NO. par un radical NH2

diminue généralement la toxicité du produit.
- Désamination : I'enlévement du radical NH2 inactive certains pesticides

- Clivage d'une liaison éther(C-O-C) : dans le cas des phenoxy herbicides qui contiennent

des liaisons éther (C-O-C) dont le clivage inactive la molécule.
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- Conversion d'un nitrile en amide : I’exemple représentant est 1'herbicide sélectif 2-6-
dichloro-benzonitrile (nom commercial: Dichlobénil) inactivé par la microflore du sol qui le

transforme en 2,6-dichloro-benzamide.

- Conjugation : c’est I’ensemble des réactions qui associent un composé courant des voies
métaboliques a un composé toxique dont elles provoquent l'inactivation, Par exemple

Cunninghamella elegans peut conjuger le pyréne avec du glucose.

- Ouverture de cycles (composés benzéniques) : cette réation est surtout fréquente chez les
bactéries méthanogénes qui peuvent dégrader un certain nombre de composés benzeniques

polycycliques

- Réactions multiples : une communauté microbienne peuvent détoxifier un composé de

plusieurs fagcons par des enzymes appartenant a différents microorganismes.
1-12-2-5- Bases physiologiques de la dégradation des pesticides

Selon (Claude et al., 2011), la biodégradation des pesticides peut étre étudiée avec des

souches pures ou des communautés microbiennes.
e Dégradation par des « souches » cultures pures

Deux catégories de souches microbiennes avec 2 modes de fonctionnement
physiologique différents sont observées : métabolisme et co-métabolisme. Dégradation des
pesticides comme seule source de carbone et d’énergie = minéralisation une souche
microbienne unique peut utiliser «un substrat inhabituel » comme seule source nutritif
conduit a un comportement métabolique identique a celle de «substrat naturel ».Ce
phénomeéne s’applique a un nombre limité de produits agricoles et conduit & un accroissement
de la communauté microbienne qui a son tour conduit a une dégradation accélérée (adaptation

= acclimatation) ou une perte de performance agronomique de produit agricole.

La degradation des pesticides en présence d’une autre source de carbone et d’énergie :
Pour la majorité des produits agricoles ce n’est pas possible d’isoler une seule souche capable
de les utiliser comme seule source de carbone et d’énergie. Mais la présence d’un second
substrat qui est généralement la matiere organique des sols servant comme source accessible
appelé un co-substrat permet de révéler la capacité de transformer une molécule pesticide, Le

phénomene de croissance ici est appelé co-métabolisme
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Les raisons de ces défaillances sont multiples : absence/faible activité catalytique des
outils enzymatiques, induction enzymatique non coordonnée... etc. Les deux particularités de
transformation s’attachés au co-métabolisme sont : une cinétique qui s’apparente au premier

ordre et accumulation d’un produit finale.

e Dégradation par des communautés microbiennes complexes, Dégradation
primaire et ultime.

Alexander (1965) concluait que les études de dégradation conduites avec des cultures
mixtes ou communautés microbiennes étaient plus appropriées pour apprécier la
biodégradabilité intrinséque d’une molécule xénobiotiques. Les associations plurispécifiques
permettaient les relais métaboliques nécessaires a la dégradation de type collaboratif. Ce point
de vue est théorisé par Bull (1980) : la diversification des hétes microbiens= une stabilisation
de la fonction (biodégradation). Ces transformations ont été regroupées sous le terme de
dégradation primaire s’il s’agit d’une attaque partielle de la molécule, par opposition, quand
I’action du consortium microbien permet une minéralisation, le terme dégradation ultime est
utilisé.
1-12-2-6- Bases génétiques de la biodégradation des pesticides

Selon (Bertrand et al,. 2011), Le déterminisme génétique de la capacité de certains
microorganismes du sol de dégrader des molécules xénobiotiques résulte de 1’étude
approfondie du phénoméne de dégradation accéléré c'est-a-dire 1’accroissement de la taille de
la communauté microbienne dégradante ou phénomene d’adaptation, cette observation de
terrain est en contradiction avec celle qui concerne I’instabilit¢ du caractere dégradant de
souches pures qui perdent leur capacité aprés culture sur milieu nutritif dépourvu de la
molécule xénobiotique. L’une des explications proposées a cette contradiction est: le
maintien de I’intégrité du potentiel enzymatique peut €tre assuré par la présence de substrats

naturels représentant des similitudes structurales avec le xénobiotiques.

Il est maintenant établi que beaucoup de genes cataboliques qui interviennent dans la
dégradation des pesticides sont portés par des plasmides conjuguatifs, leur dissémination au

sein des microorganismes de sol contribue au maintien de la fonction liée aux genes transférés

La démonstration d’un codage plasmidique des genes de dégradation des molécules
xénobiotiques a été faite a la fin des années70 chez une souche d’Alcaligens paradoxus chez
laguelle ont éeté localisés les genes codant pour la dégradation du 2,4-D sur le plasmide pJP1
(Pemberton et Fisher, 1977).
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1-12-2-7- Principaux microorganismes impliqués dans la biodégradation des pesticides

Plusieurs microorganismes dégradant les pesticides sont décrits dans la littérature: les

champignons, les algues, les protozoaires et les bactéries.

e Les champignons
Les champignons  sont souvent responsables de réaction de détoxication
(déshalogénation, hydroxylation.....etc.) associés a des faibles changements de structure
moléculaire mais augmentation de solubilité et diminution de 1’activité biologique (Claude et
al., 2011).

Zanardini et al., (2002) et Boschin et al., (2003) ont rapporté des pourcentages de
dégradation de l’ordre de 79 et 61% du chlorsulfuron et du metsulfuron-méthyle
respectivement par le champignon Aspergillus niger dans les conditions de laboratoire. Des
résultats similaires ont été obtenus dans une étude sur la dégradation du pyrazosulfuron-éthyle
connu pour sa haute persistance dans le sol. Cet herbicide peut étre dégrade par A. niger et

Penicillium chrysogenum (Sondhia et al., 2013).

Des études récentes menées par Yu et al. (2005) ont réussi a isoler et caractériser des
souches fongiques qui dégradaient le chlopyirfos en l’utilisant comme seule source de
carbone et d’énergie, ils ont également rapporté que ces souches étaient capables de dégrader

plus de 80% de cet insecticide.

e Les bactéries
Les bactéries sont impliquées dans des transformations intervenant des enzymes plus
spécifiques dans des voies plus complexes pouvant dans certains cas d’alimenter le

métabolisme et la production de biomasse (Bertrand et al., 2011).

En Chine, Xiu et al. (2011) ont abouti a I’isolement et a la caractérisation d’une
souche, Azospirillum brasilense, capable de dégrader le cerbendazime. Ces chercheurs avaient
mentionné que ce composant est biodégradable par d’autres bactéries comme : Ralstonia sp,

Pseudomonas sp, et Bacillus pumilus NY97-1.

Les bactéries a Gram négatif hétérotrophes, renferme de tres nombreuses espéces qui
peuvent utiliser une grande variété de composés organiques comme source de carbone et
d’¢énergie, Ce groupe d’une grande importance agronomique comprend les genres fixateurs
d’azote : Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Enterobacter, Azospirilum, Klebsiella
(Davet, 1996).
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Les bactéries a Gram positif ; notamment associés dans le cadre de consortiums
sont capables de dégrader: les organochlorés, les S-triazines, les carbamates, les
organophosphates, les organophosphonates, les acétanilides, les sulfonyluréases....etc, les
mécanismes moléculaire de processus de transformation des bactéries a Gram positif sont

moins connus que celle des bactéries a Gram négatifs (Bertrand et al., 2011).

Parmi les bactéries a Gram positif, les actinobactéries (anciennement actinomycetes)
jouent un r6le tres important dans la biodégradation des matieres organiques (Tsiko,
2007).

1-12-2-8- Biodégradation des pesticides par les actinobactéries

Les actinobactéries ont un potentiel considérable de biotransformation et de
biodégradation des pesticides. Les membres de ce groupe de bactéries peuvent dégrader des
pesticides ayant des structures chimiques tres différentes, notamment des organochlorés, des
s-triazines, des triazinones, des carbamates, des organophosphates, des organophosphonates,
des acétanilides et des sulfonylurées.

Le co-métabolisme des pesticides est fréquemment observé dans ce groupe de
bactéries, ou un nombre limité de ces pesticides peuvent étre minéralisés par des isolements
uniques, mais des consortiums sont souvent nécessaires pour une dégradation compléte (De
Schrijver et De Mot, 1999).

Une étude réalisée sur la biodégradation de [I’insecticide carbofuran par 319
actinobactéries isolées a partir d’un sol salin, révéle que seul sept isolats ont été capables de
résister au pesticide, a une concentration de 20ug/ml, et ils ont été identifiés comme :
Streptomyces alanosinicus, Streptoverticillium album, Nocardia farcinia, Streptomyces
atratus, Nocardia vaccini, Nocardia amarae et Micromonospora chalcea (Jayabarath et al.,
2010).

e Streptomyces sp
Les Streptomyces jouent un réle trés important dans la biodégradation des composés
naturels et aromatiques (Anurag et al., 2005), et également des pesticides et des plastiques
(Byungtae et al., 1991; Ei-Shafei et al., 1998).

Il a été démontré que 17 souches, identifiées comme Streptomyces sp ont été capables
de dégrader le Diuron (Castillo et al., 2006). Une souche appartenant au genre Streptomyces
est capable de dégrader le lindane (un insecticide organochloré) (Benimeli et al., 2006).
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Plusieurs souches appartenant a ce genre sont capables de degrader : le lindane, le DDT, la

simazine (Anurag et al., 2005 ; Benimeli et al., 2007).

e Rhodococcus sp
Les especes appartenant au genre Rhodococcus se caractérise par une dégradation
versatile due a la présence de larges plasmides linéaires portants des génes codant pour la
dégradation de différents composés (Van der Geize et Dijkhuizen, 2004 ; Konig et al.,
2004).

Certains pesticides persistants comme le thiocarbamate et le s-triazine (De Schrijver et De
Mot, 1999), ainsi que le 2-mercaptobenzothiazole peuvent étre catabolisés par des
actinomycetes appartenant aux genre Rhodococcus (Haroune et al., 2004).

e Nocardia sp
Il a été démontré que Le genre Nocardia est efficace dans la dégradation de certains
pesticides, tel que : I'nerbicide Dalapon (Martin et al., 1998) et le fongicide ortiva (Hocinat
et Boudemagh, 2015). Aussi, ce genre est efficace dans la dégradation des huiles
(Jirasripongpun, 2002), du kérosene (Edelvio et al., 2009) et du caoutchouc (Emo et
Roberto, 2003). Il est capable aussi de dégrader certains pesticides, tel que : I'nerbicide

«dalapon », et I'acide 2,2- dichloropropionique (Martin et al., 1998).

e Gordonasp
Les souches du genre Gordona possedent un pouvoir dégradant des composés
xénobiotiques et peuvent les utiliser comme seule source de carbone et d’énergie, tel que : le
benzéne, le toluene, le xyléne, le pyréne et le diester de phthalate comme seule source de

carbone et d’énergie (Zermane, 2008).
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Chapitre 2 : Les actinobacteries

2-1- Introduction

Le mot actinomycete a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui veut dire rayon et
«mykes» qui veut dire champignon, donc «Champignons & rayons» ou «Champignons
rayonnants». (Merizig, 2015), cette dénomination vient du fait que la morphologie de ces
microorganismes ressemble fortement a celle des myceétes (Prescott et al., 1997). lls forment
des colonies circulaires constituées d’hyphes (Eunice et Prosser, 1983). Les filaments
Irradient par croissance centrifuge, tout autour du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb,
1973; Lechevalier et Lechevalier, 1981; Eunice et prosser, 1983), ainsi Les
actinomyceétes ont été considérés comme un groupe intermédiaire entre bactérie et
champignons, maintenant, ils sont reconnus comme des organismes procaryotes. (Merizig,
2015).

Les actinomycetes ou plus récemment actinobactéries constituent 1’ordre des
Atinomycetales, ce sont des bactéries sous forme de bacilles a Gram positive, aérobies qui
forment des filaments ramifiés ou hyphes et de spores asexuées, elles possedent un
coefficient de Chargaff (GC%) élevé compris entre 60-70%, dont la majorité est saprophyte,
hétérotrophe et immobile mais certaines sont chimio-autotrophes. (Merizig, 2015; Prescott et
al., 2003). La mobilité est limitée aux spores flagellées qui permettent la dispersion dans les

habitats aquatiques (Pescott et al., 2003).

Ces microorganismes, morphologiquement, présentent des similitudes a la fois
avec les Eubactéries et avec les champignons. Il existe d’ailleurs toute une série de
formes de transition entre les formes mycéliennes typiques et les formes unicellulaires
présentant une aptitude peu marquée a former un mycélium ramifié (Dommergues et
Mangenot, 1970). Toutefois, le diamétre des hyphes, habituellement de 0,5a 1 um (Eunice,
1983), est deux a dix fois plus petit que celui des champignons (de 2 a 5 um) (Gottlieb,
1973).

En plus, Les actinobactéries n’ont pas de membrane nucléaire, elles possédent des
organites flagellaires rassemblant a ceux des bactéries. Elles sont, pour la plupart,

sensibles au lysozyme et aux agents antibactériens (Kitouni, 2007). Leur paroi cellulaire ne

26



Synthese bibliographique : Chapitre 2

renferme ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine contenant de la lysine (formes
fermentatives) ou de 1’acide diaminopimélique (formes oxydatives), et leur cytologie est
celle des bactéries (Mariat et Sebald, 1990).

Les actinobactéries ont une importance pratique considérable, ce sont essentiellement
des habitants du sol et elles sont tres largement distribuées. Elles peuvent dégrader un nombre
et une variété énorme de composés organiques et sont extrémement importantes dans la
minéralisation de la matiére organique. Les actinomycetes produisent la plupart des
antibiotiques naturels utilisés en médecine. Bien que beaucoup d’entre ecux soient des
microorganismes vivant librement, quelques-uns sont pathogénes chez I’homme, les animaux

et certains végétaux (Pescott et al., 2003).

2-2- Ecologie
Les actinobactéries sont largement répandues dans le monde (Theilleux, 1993). Elles

sont adaptées a divers milieux écologiques (Goodfellow et Williams 1983).

Ces bactéires peuvent étre présentes dans les eaux douces ou salines, dans 1’air et
surtout dans le sol. (Logman, 2009). De plus, Certains genres ont été isolés a partir des
composts, tel que Thermoactinomyces (Lacey, 1997 ; Song et al., 2001).

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols avec un
pourcentage de 80 a 95% du total des actinomycetes (Lacey, 1973 ; Elwan et al., 1985).
Enghusen (1956) explique 1’abondance de ce genre par la résistance a la dessiccation de ses
spores qui dure plus de trois ans (Waksman, 1959). Les genres Nocardia et Micromonospora

sont aussi fréquents (Dommergues et Mangenot, 1970).

2-2-1-Dans les sols

Les actinobactéries sont trouvés dans les sols polaires gelés tout comme dans les sols
désertiques chauds et secs, dans les sols hautement contaminés par des métaux lourds et les
sols pollués par les hydrocarbures et méme dans les grottes naturelles (Moncheva et al.,
2002).Toutefois, elles sont particulierement abondantes dans les sols alcalins et les sols
riches en matiéres organiques.(Logman, 2009). Elles sont responsables de 1’odeur d’humus
caractéristique des sols en produisant des substances spécifiques telles que la géosmine et le
2-méthyl isoborneol (Zaitlin et al., 2003).

Le pourcentage des actinobactéries par rapport a la totalité microbienne du sol dépend

de plusieurs paramétres (Messaoudi, 2013), tels que:

27



Synthese bibliographique : Chapitre 2

La saison : En hiver, leur pourcentage atteint sa valeur maximale (30 %) puis au printemps, il
diminue & 20 % et il chute jusqu'a 13 % en été (Waksman, 1959). La profondeur : Le rapport
microorganisme totaux /Actinomycétes, d’aprés Waksman (1967), diminue au fur et a

mesure que la profondeur augmente (Breton et al., 1989).
2-2-2- Dans les milieux aquatiques

Les actinobactéries disséminées par le vent ou par les apports terrigénes, contaminent
les fleuves, les riviéres, les lacs, etc. Puis, ils sont entrainés par les eaux courantes et rejetés
dans la mer, néanmoins, autant que bactéries a gram positifs, ils sont moins nombreux que les
bactéries a gram négatifs dans les milieux aquatiques surtout dans les eaux profondes ou la
tendance vers l'anaérobiose s‘accentue. De plus, les bactéries autochtones dans les eaux se
développent plus vite, ainsi prendre une place plus dominante que les actinomyceétes. (Chea,
1975). Essentiellement, Les actinomycetes des milieux aquatiques peuvent étre présents dans
les lacs extrémement alcalins comme les Micromonospara (Lechevalier, 1981 ; waksman,
1959) et les lacs salés. Par contre il semble qu’ils soient presque absents dans les eaux
minieres trés acides (pH <1) et les sources thermales trés chaudes d’origine volcaniques
(Lechevalier, 1981). Toutefois, on trouve les Thermoactinomyces dans les sources

hydrothermales ou la température est élevée (Waksman, 1959).

On les trouve a la surface et dans les sédiments, le genre Microcromonospora apparait
comme un genre bien adapté au milieu aquatique (Waksman, 1959). Dans les eaux des
fleuves qui ont recu des apports terrigénes, on trouve plus de Streptomyces que de
Micromonospora comme dans le cas du sol (Chea, 1975). Dans les rivieres au voisinage des
fermes, il se trouve une autre famille : Les Actinoplanaceaes qui sont en abondance sur les
débris végétaux en décomposition (Willougiiby, 1969). D’aprés ce méme auteur, les especes
de Nocardia sont bien adaptées a la vie aquatique (Chea, 1975).

Dans les réservoirs d'eau, le nombre d'actinomycetes diminue par rapport a celui des
rivieres et des cours d'eau. Mais, ils sont présents en quantité considérable dans les dép6ts au
fond du réservoir.

Dans certaines stations, on préconise I'utilisation de systeme de filtration lente sur le lit
de sable. Ce qui réduit le nombre d'actinomycetes. Cette réduction reste faible par rapport a
celle observée chez les E.coli, Le faible coefficient d'élimination est probablement di au fait
qu'une large proportion de ces microorganismes fait partie de la microflore du lit. Apreés la
filtration, I'eau est soumise ensuite a la stérilisation. BAYS et ses Collaborateurs en 1970, ont
remarqué que les souches d'actinomycétes sont plus résistantes a la chloration classique que
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les bactéries non sporulées trouvees dans I'eau. Elles peuvent survivre en nombre appréciable.
(Chea, 1975)

Les supports d'actinomyceétes existant dans la nature (sol, eau, aliments, etc.) peuvent
étre entrainés, par différents facteurs, dans les eaux d'égouts. Ces derniers subissent un
traitement au cours duquel sont obtenues les boues activées. L'aération artificielle provoquée
lors de I'épuration crée des conditions favorables pour la croissance des actinomycetes.
(Chea, 1975).

Les actinomycetes peuvent proliférer dans des milieux a forte teneur en sels. On les
trouve principalement dans des zones littorales, zones peu profondes, ou dans les sédiments
cotiers. Ils se trouvent en surface, a I'état isolé, ou attachés a des particules solides en
suspension dans l'eau. Ils appartiennent surtout aux genres Nocardia, Streptomyces,
Micromonogpora, Actinomyces et Mycobatcterium (Chea, 1975).

Selon certains scientifiques, la colonisation normale du milieu marin par les
actinomycétes est liée a I’existence d’une flore spécifique aux sédiments marins caractérisée
par sa balotolérance, son halophilie et une température optimale faible, selon d’autres
chercheurs, les actinomycétes isolés de ces milieux correspondraient a des souches terricoles

adaptées a la salinité marine (Larpent et Sanglier, 1989).
2-2-3- Dans la flore, la faune et ’Homme

Certains actinomycetes proliferent chez les étres vivant mais, contrairement aux

bactéries et aux champignons, seules quelques espéces sont pathogénes (Badji, 2006).

On trouve ¢également, comme exemples d’especes endophytiques et
phytopathogénes :  Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies et Streptomyces
turgiscabies, responsables de la gale de la pomme de terre (Coombs et Franco, 2003).

Certains actinomycetes, notamment les Actinomyces et les Nocardia préferent la

prolifération dans les cavités des hommes et des animaux (Waksman, 1959).

En plus, certaines espéces du genre actinomycetes ont un role dans le développement
des caries dentaires (Sarkonen et al., 2000) et plusieurs especes de genre Nocardia sont
pathogénes chez les animaux et chez I’Homme, par exemples: Nocardia asteroides,
responsable de la nocardiose humaine (Zhang et al., 2003). De méme, plusieurs genres
d’actinomycetes sont responsables d’infections, principalement les especes du genre

Actinomyces. L’actinomycose affecte différents organes (yeux, bouches, oesophage, systéme
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nerveux..), toutefois, L'actinomycose cervico-faciale est la plus connue. Deux espéces en sont
responsables : Actinomyces israeli, parasite de I'nomme, et Actinomyces bovis, parasite des
animaux (Bowden et Hardie, 1973).

2-2-4- Role dans la nature

Les actinomycetes ont un réle dominant au sein des écosystemes, Leur fonction
écologique principale est la décomposition des substances organiques (Prescott et al., 2010).
IIs ont une capacité importante a produire une large gamme d’enzyme hydrolytique, comme
les protéases, les nucléases, les lipases...etc (Prakash et al ., 2012). D’autres enzymes sont
¢galement produites par ces microorganismes il s’agit principalement des enzymes pour
I’hydrolyse des sucres complexes ou méme la dégradation de la carapace chitineuse des

cadavres d'insectes (Maier & al, 2009).

Les actinomycetes font partie des relations symbiotiques au niveau de la rhizosphere,
notamment avec les racines des plantes, en contribuant a la croissances de ces derniers
par des effets directs et indirects (Barreto et al., 2008). Les effets directs se résument
dans la solubilisation du phosphate, la fixation d'azote et la production de phytohormones,
(EI-Mehalawy & al, 2004). Par ailleurs, les effets indirects peuvent étre liés a la production
des métabolites secondaires au bénéfice des plantes, comme les antibiotiques qui contribuent
a la lutte contre les agents pathogenes (Barreto et al., 2008). Ills peuvent limiter la

prolifération de ces derniers par la compétition nutritionnelle (Getha et al., 2005).

2-3- Physiologie

2-3-1- Température

En général, Les actinomycétes sont mésophiles, mais d’autres sont thermophiles qui
tolerent des températures allant de 50°C jusqu'a 60°C ou plus (Omura, 1992).
2-3-2- pH

La plupart des actinomycétes sont considérés comme des bactéries neutrophiles, étant
donné que leur croissance optimale peut avoir lieu dans un intervalle de pH allant de 7 a 8.
Toutefois, on peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4, c’est le cas des
souches acidophile tel que : Streptacidiphilus jiangxiensis et Streptacidiphilus oryzae
(Merizig, 2015).
2-3-3- Taux d’humidité

Chez la pluparts des actinomyceétes, la germination des spores nécessite des valeurs

d’activité d’eaux supérieures ou égales a 0.67. Par ailleurs, I’activité d’eau optimale pour la
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croissance et le développement de ces microorganismes est égale a 0,98. Néanmoins ils ne
sont pas beaucoup influencés par les conditions semi-arides, en effet la plupart des
actinomycetes ont été isolés dans des sols contenant des taux faible jusqu'a modérés
d’humidité.

2-3-4- Rapport avec ’oxygéne (Type respiratoire)

On distingue deux groupes d’actinomycetes Vis-a-vis 1’utilisation de 1’oxygéne. Les
formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives qui sont des saprophytes obligés des
cavités naturelles de I’homme et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le
sol, comme le genre Actinomyces (Mariat et Sebald, 1990).

Les formes oxydatives, aérobies : leur réservoir principal est le sol et a partir duguel elles sont

disséminées, en particulier dans 1’air comme les Streptomyces (Reponen et al., 1998).

2-3-5 Rapport avec la matiére organique (Type trophique)

Principalement, les actinomycetes sont considérés comme des chimo-organotrophes
(hétérotrophes) utilisant une grande variété de sources d'énergie notamment les polymeéres
complexes. Mais plusieurs especes peuvent étre chimio-autotrophes utilisant 1’oxydation de
I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone (Mariat
et Sebald, 1990). 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 (Boudemagh,
2007).

2-4- Morphologie

Chez les actinomycetes, on peut rencontrer en plus des filaments ramifiés, des bacilles
et aussi des coccobacilles comme Rhodococcus et Mycobactérium (Avril et al., 1992). La
plus part des genres sont des batonnets, non sporulant, de forme irréguliere, Ces
batonnets peuvent étre droits ou légerement incurvés (Prescott, 2003). Le mycélium des
actinomycétes est varié morphologiquement, On rencontre le mycélium rudimentaire au
point d'étre inexistant (la plupart des Mycobacterium),le mycélium fugace, qui se
fragmente (certaines Nocardia), et enfin le mycélium développé et persistant comme dans
le genre Streptomyces. (Djaballah, 2010) Les mycéliums fragmentaire et permanent sont

illustrés sur la figure 4.
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Nocardia Streptomyces

Figure 4 : Clichés de microscopie électronique a balayage illustrant les types fragmentaire et
permanent du mycélium des actinomycetes. (A) Bactéries du genre Nocardia qui se
fragmentent, (B) Bactéries du genre Streptomyces en sporulation. Barre d’échelle : 1 um
(Belyagoubi, 2014)

Le mycélium permanent peut étre organisé en mycélium végétatif et/ou en mycélium
aérien (Djaballah , 2010).

2-4-1- Mycélium végétatif

Le mycélium végetatif est appelé aussi mycélium primaire, mycélium de substrat ou
mycélium intra-matriciel, c'est un ensemble de filaments multi-nucléaires formés a partir
du tube germinal (hyphe) issue d’une spore. Cette hyphe s'allonge par croissance apicale et
se ramifie a maintes reprises. Son développement, sur la surface et a l'intérieur du milieu
solide, donne naissance a des jeunes colonies, formées par des filaments attachés en matrice

complexe (Mighélez et al., 2000).
2-4-2- Mycélium aérien

Le mycélium aérien est appelé aussi mycélium secondaire, il se forme lorsque la
colonie sera plus agée. Les hyphes primaires donnent des branches spécialisées qui se
développent loin de la surface de la colonie en donnant un mycélium reproductif dans I’air.
Contrairement & celui du substrat, le mycélium aérien est plus épais et peu ramifié, il
est protégé par sa paroi hydrophobe et peut se développer sur milieu pauvre en sources
nutritionnelles, dans la plupart des cas, par la dégradation du mycélium de substrat dont les
produits assurent un apport de nutriments pour sa croissance loin de la colonie (Miguélez et
al., 2000).
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2-4-3- Les Spores

Les hyphes aériens des actinomycetes subissent une série de changements
développementaux qui donneront naissance aux spores (Wildermuth et Hopwood, 1970;
Williams et al., 1972; Miguelez et al., 2000). Elles se développent par septation des
extrémités du filament, habituellement en réponse a une privation en éléments nutritifs. La
plupart ne sont pas particulierement résistantes a la chaleur, mais supportent bien la
dessiccation et ont, de ce fait, une importante valeur adaptative (Prescott et al, 2003).

Les conidies (ou spores asexuées, qui sont des chlamidiospores ou des
sporangiospores non intercalaires) d’actinomycétes présentent une grande variété
d’arrangements. Les spores peuvent étre produites isolément (Micromonospora), deux a
deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chainettes (Actinomadura), ou en
longues chainettes  (Streptomyces) (Figure 5). lls peuvent étre rassemblés dans des
synnemata (spores mobiles et qui peuvent étre libérées). Les chainettes de spores peuvent
étre ramifiées ou non, droites, flexibles ou en spirales. Elles peuvent étre rayonnantes
autour d’hyphes sporophores. On rencontre également une importante diversité au niveau de

la surface des spores : lisse, ridée, avec piquants ou d’aspect velu (Figure 6).

Chez certains genres, les spores sont contenues dans un sporange (Belyagoubi,2014)
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Figure 5 : Organisation des conidies chez quelques genres d’actinomycétes (Larpent et
Sanglier, 1989) a: une seule, b: paires ou chaines courtes, c: longues chaines
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Lisse Ridé Avec piquants Velu
« smooth » « warty » « spiny » « hairy »

Figure 6: Clichés de microscopie électronique illustrant la diversité des types de surface de
spores chez le genre Streptomyces (Lyons et Pridham, 1971; Dietz et Mathews, 1971).

Des exospores naissent de la formation de parois transversales & partir des hyphes
existantes. Une subdivision supplémentaire est également réalisée selon la présence ou

I’absence d’une enveloppe qui recouvre la paroi de I’hyphe sporogene (Kitouni, 2007).

Les endospores naissent d’une réorganisation du cytoplasme avec formation d’une
nouvelle paroi dans I’hyphe. Les endospores sont produites par des actinomycetes
thermophiles et sont semblables, morphologiquement et chimiquement, a celles des
Bacillaceae. Elles sont caractéristiques du genre Thermoactinomyces. La germination des
spores est une séquence de changements morphologiques de la spore en structure végétative.
Trois événements distincts sont décrits : L’activation, L’initiation, L’émergence du tube
germinal et en fin la croissance (Djaballah, 2010).

Un sporange est un compartiment qui se développe a I’extrémité d’un hyphe spécial
appelé sporangiophore (Belyagoubi, 2014). 1l peut étre rencontré sur le mycélium aérien ou a
I'intérieur du milieu solide (Holt et al., 1994).
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Figure 7 : Formes et disposition de sporanges chez quelques genres d’actinomyceétes
(Larpent et Sanglier, 1989)a: sur le mycélium secondaire, b: sur le mycélium primaire,

1: spores nombreuses, 2: spores en nombres limités

2-4-4 Cycle biologique et reproduction

La variabilitté morphologique des actinomycétes s’accompagne souvent d’une
différenciation importante avec un cycle biologique comparable a celui de certains Eucaryotes
(Kitouni, 2007). Ce cycle commence par la germination des spores qui nécessite la présence
des ions de calcium et qui donne naissance a un mycelium primaire ramifié (O'Gara et al.,
2008). Ensuite un mycélium aérien s’installe au-dessus du mycélium de substrat qui & son tour
s’autolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien, a ce moment-la les
composés dit métabolites secondaires sont synthétisés (Smaoui, 2010). A I’extrémité du
mycélium aérien se forment des spores asexuées par séptation du mycélium primaire

habituellement en réponse a un stresse environnemental (Prescott et al., 2010).
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Figure 8 : Représentation schématique du cycle de vie des actinomycetes sporulants (Barka
et al., 2016).
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Les actinomycétes possedent trois principaux modes de reproduction, soit par :
-Formation de nombreuses cloisons transversales a travers le mycélium qui se fragmente
en courts éléments en forme de batonnets, chacun capable de donner naissance a un nouveau
mycélium.

-Formation des cellules reproductrices ovales ou sphériques (les conidies) isolément ou
par scission des extrémités de certains hyphes du mycélium.

-Formation des sporanges a I’extrémité des hyphes, a I’intérieur de ces petites structures
en forme de sac, existent un grand nombre de cellules qui seront éventuellement libérées par
la rupture de la paroi du sporange (Stanier et al., 1966).

Le mycélium primaire de certaines espéces se décompose généralement en petits
fragments appelés arthrospores, qui ressemblent souvent a des cellules bactériennes et qui

pourraient facilement étre confondus avec ces derniéres.

2-4-5- Culture

Sur milieu solide les colonies sont trés particuliéres. Elles résultent de I’accumulation
des hyphes ramifiés et non pas de cellules comme c’est le cas chez les bactéries non
filamenteuses (Perry et al., 2004). Ces hyphes ramifiés se développent a la fois a la surface
du substrat et a I’intérieur de ce dernier pour former un mycélium végetatif (Prescott et al.,
2003), (Figure 9). Le mycélium du substrat est aérobie facultatif tandis que le mycélium
aerien est aérobie strict (Silvey et Raoch, 1975). En plus Les hyphes aériens sont plus épais et
beaucoup moins ramifiés que les hyphes du substrat (Prescott et al., 2003). Parfois il se
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forme une masse semblant a un tissu qui porte le nom thalle. 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 pateuses rugueuses ou lisses, rarement couvertes de mycélium aérien, et 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 (Kalakoutskii et Agre, 1976).
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Figure 9: La croissance d’une colonie d’actinomyceéte sur milieu solide

La croissance en milieu liquide nécessite une aération du milieu par agitation et/ou par
injection d’air ou oxygene (Saffroy, 2006). En culture liquide sans agitation, les hyphes
formés aprés la germination des spores montent en surface pour croitre en contact de 1’air
(Keulen et al., 2003). cependant, en milieu liquide avec agitation, il n’y a pas de
formation du mycélium aérien ni de spores. (Reichl et al., 1992; Tamura et al., 1997).
Les Streptomycetes peuvent croitre par élongation des filaments et présenter par la suite trois
types de morphologies soit : sous forme mycélium libre ou bien par enchevétrement du
mycélium ou encore sous forme de pelotes (Amanullah et al., 2000), (figure 10), ces pelotes
peuvent donner lieu a des limitations de transfert d’oxygene et/ou des nutriments du

milieu de culture vers les bactéries se trouvant a I’intérieur de la pelote (Papagianni, 2004).
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Mycélum libre Enchevétrements Pelote

Figure 10: Les classes morphologiques de Streptomyces cultive en milieu liquide
(Amanullah et al., 2000).

2-4-6- Les caractéres culturaux

La croissance des colonies des actinomycetes est variable en fonction de la
composition des milieux de culture. La forme, la taille et la texture de la colonie sont
des criteres qui aident a différencier les genres.(Shirling et Gottlieb, 1966). Leur diameétre
est variable de 1 a 10 mm et leur aspect peut étre : compact, sec, lisse, rugueux a contours
lisse ou échancrés (Perry et al., 2004). Les mycéliums, végétatif et aérien, peuvent avoir des
pigments intracellulaires différents qui peuvent étre observé sur le dos de la colonie
(mycélium végétatif) et a la surface de la colonie (mycélium aérien). Ces germes
peuvent aussi diffuser des pigments dans le milieu de culture. La couleur des pigments varie
selon les espéces (Shirling et Gottlieb, 1966), elle est souvent : blanc, creme, jaune, violet,
rose, gris, etc... (Perry etal., 2004).

2-5-  Le métabolisme

La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation meétabolique
(Choulet, 2006), le métabolisme des actinomycetes peut étre divise en deux parties : le
métabolisme primaire et le métabolisme secondaire, les bactéries filamenteuses sont riches de
ce dernier (STRUB, 2008).
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2-5-1- Métabolisme primaire

Le métabolisme primaire des actinomycétes est semblable a celui des autres
organismes. (Theilleux, 1993). Il regroupe les reéactions cataboliques et anaboliques qui
permettent la formation de biomasse. Le pouvoir réducteur et I’énergie produits par ces
réactions sont utilisés pour former et assembler les monomeéres (ex : acides aminés) en

macromolécules (ex : protéine) (Strub, 2008).

2-5-2- Métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il
concerne des métabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de
I'organisme (Theilleux, 1993). Il se met en place donnant lieu a la biosynthese de composés

d'une extraordinaire diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet, 2006).

2-5-3- Diversité métabolique
Les actinomycetes représentent le groupe de microorganismes le plus important dans
la production de métabolites bioactifs, ils produisent plus de 45 % de composés bioactifs

connus, 34 % sont a I’origine du genre Streptomyces et 11 % des genres d’actinomycétes rares

(Berdy, 2005).

Entre autres, Streptomyces flavogriseus produit des ligninases et des cellulases
capables de bio-convertir les ligniloses des graminées et du bois. Plusieurs actinomycétes
sécrétent des xylanases, des amylases, des protéases et des chitinases impliquées dans la
biodégradation de la biomasse (Ball et al., 1989 ; Pasti et al., 1990 ; Mason et al., 2001)
C’est grace a cette diversité métabolique, que les actinomycétes peuvent vivre dans des
habitats tres différents et qu’ils jouent un role extrémement important dans la minéralisation

de la matiére organique par production d’enzymes extracellulaires (Djaballah, 2010).
2-6- Taxonomie

La taxonomie des actinomycétes est tout comme la taxonomie des autres organismes
vivants, elle comprend : la classification, 1’identification, 1’analyse phylogénétique et la
nomenclature en se basant sur « International code of nomenclature of Bacteria » (Sneath,
1992).

2-6-1- Classification des actinobactéries
Les actinomycétes ou actinobactéries appartiennent au régne des Procaryotes, a la
division des Firmicutes (LARPENT, 2000). Selon la classification présentée dans le Bergey’s
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Manual of Systematic Bacteriology, ils sont rattachés au phylum des Actinobacteria, a la
classe des Actinobacteria, a la sous classe des Actinobacteridae, et 1’ordre des
Actinomycetales crée par Buchnan en 1917.

Le phylum « Actinobacteria » représente I’une des plus larges unités taxonomiques parmi les
18 lignes majeurs connues actuellement dans le domaine des bactéries (Barka et al., 2016).
Le phylum Actinobacteria (bactéries a Gram positif et G+C % élevé) est constitué d’une seule
classe dénommeée également « Actinobacteria ».

En 1997, Stackebrandt et al ont collecté toutes les séquences de I’ADN/ARNTr 16S

disponibles pour les membres d’Actinomycetes et en se basant sur 1’analyse phylogénétique,
ils ont proposé d’établir la classe « Actinobacteria » qui se définit comme un ensemble de
souches présentant plus de 80 % de similitude dans la séquence des ARNr 16S ou de
I'ADNr 16S. Cette proposition ne change pas les descriptions courantes des especes et
des genres. En effet, leur classification est basée sur des caractéristiques
morphologiques, chimiotaxonomiques ou physiologiques, a été vérifiée pendant ces
20 derniéres années. Elle est en accord avec le regroupement phylogénétique basé sur
I'ADNr/ ARNr 16S (Kiel, 2009; Aouar, 2006). Cette classe est divisée en 5 sous-classes
(Tableau 6) : Acidimicrobidae, Rubrobacteridae, Coriobacteridae,
Sphaerobacteridae,Actinobacteridae.
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-ordres : Actinomycineae, Micrococcineae,
Corynebacterineae, = Micromonosporineae, Propionibacterineae, = Pseudonocardineae,
Streptomycineae, Streptosporangineae, Frankineae et Glycomycineae (Stackebrandt et al.,
1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et Schumann, 2000).

Les actinomycetes constituent un groupe bactérien tres varié dont I'appartenance ou
non a un genre donné est tres délicate a établir, Pour séparer ces microorganismes avec une
grande précision en groupes et genres différents et pour les identifier jusqu'au niveau de
I'espéce ou de la souche, un ensemble de donnés phénotypiques et génotypiques doivent étre
rassemblées, en reposant sur les techniques classiques qui sont I’étude de la culture, de la
morphologie, de la physiologie, de la chimiotaxonomie et les méthodes génotypiques (Silini,
2012 ; Zerizer, 2014).
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Tableau 6 : La classification hiérarchique de la classe Actinobacteria basée sur I'analyse
phylogénétique de I'ADNr / ARNr 16S (GARRITY etal., 2004)

Classe : Actinobacteria

S/C Acidimicrobidae

Rubrobacteridae

Coriobacteridae

Sphaerobacteridae

Actinobacteridae

S/C Actinobacteridae
Ordres Bifidobacteriales Actinomycetales
Ordre : Actinomycetales
S/O S/O S/O S/IO S/O

Actinomycineae

Micrococcineae

Corynebacterineae

Micromonosporineae

Propionibacterineae

Famille
Actinomycetaceae

Familles
Micrococcaceae
Bogoriellaceae
Rarobacteraceae
Sanguibacteraceae
Brevibacteriaceae
Cellulomonadaceae
Dermabacteraceae
Dermatophilaceae
Dermacoccaceae
Intrasporangiaceae
Jonesiaceae
Microbacteriaceae
Beutenbergiaceae

Promicromonosporceae

Familles
Corynebacteriaceae
Dietziaceae
Gordoniaceae
Mycobacteriaceae
Nocardiaceae
Tsukamurellaceae
Williamsiaceae

Famille
Micromonosporineae

Familles
Propionionibacteriaceae
Nocardioidaceae

S/O S/O S/O S/O S/O
Pseudonocardineae Streptomycineae Streptosporangineae Frankineae Glicomycineae
Familles Famille Familles Familles Famille
Pseudonocardiaceae Streptomycetace Streptosporangiaceae Frankiaceae Glycomycetaceae

Actinozynnemataceae

Geodermatophilaceae
Microsphaeraceae
Sporichthyaceae
Acidothermaceae
Kineosoriaceae

S/C : sous-classe, S/O : sous-ordre.

2-6-2- Les clés d’identification des genres et des espéces de ’ordre Actinomycetales

A partir de ’année 1943, I’isolement de Streptomycine et la création du genre
Streptomyces étaient a ’origine de 1’évolution de la taxonomie des actinomycétes, au début,
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la classification et la description des actinomycetes étaient basée sur les caractéres
morphologiques, culturales, physiologiques et biochimiques, ainsi elle s’est concentrée
seulement sur les genres: Streptomyces, Nocardia, Actinomyces, Micromonospora,
Actinoplanes et Thermoactinomyces.

Depuis 1964, Lechevaliers et Lechevalier établissent les critéres chimiotaxonomiques,

tenant en compte 1’analyse des constituants cellulaires (acides aminées, sucres et lipides.)

(Kiel, 2009).

e Caractéres macroscopiques et microscopiques

Les caracteres morphologiques contribuent parfois a différencier les  genres
principalement des actinomycétes il est question de tester la production ou non d’un
mycélium aérien (MA), la présence et le type du mycélium de substrat (MS), la détermination
de la couleur du MA et du MS ainsi que des pigments diffusibles dans le milieu (Abbas,
2006). Les caractéres micro-morphologiques concernent la fragmentation ou non du MS, La
formation de spores exogenes sur le MA et /ou sur le MS, leur forme, leur taille et leur
agencement (isolées, en chaine), la présence ou non de sporophores, la surface des spores
(Lisse, épineuse, ou chevelue), la présence ou non de sporanges sur le MA ou sur le MS, la
forme et la taille des sporanges, le nombre de spores par sporanges ainsi que la langueur des
sporangiophores, la présence de spore mobiles (ex : Planomospora, Planobispora,
Spirillospora, Actinoplanes) ou non mobiles (ex : Streptomyces, Streptosporangium,
Micromonospora, ainsi que de nombreux autres genres...) et la formation d’endospores
(Thermoactinomyces) ou de structures spéciales telles que les synnemata (Actinosynnema), les
sclérotes, etc. Lamari, (2006) et Boudjella, (2007).

e Les caractéres chimiotaxonomiques

La composition de la paroi des actinomycetes varie fortement d’un groupe a ’autre,
on lui attribue une importance taxonomique considérable, on peut distinguer 4 types
principaux de paroi sur la base de 3 caractéristiques de la composition et de la structure du
peptidoglycane (tableau 7)

I’acide aminé en position 3 du tétrapeptide (I’acide 2,6- diaminopimélique) (Figurell)

- la présence de glycine dans les ponts interpeptidiques

- le contenu en sucre du peptidoglycane (Prescott et al., 2003)
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Tableau 7 : Types de paroi chez les actinomycétes (Prescott, 2003)

Type | Isomeére de I’acide | Glycine dans le Sucres Genres
de diaminopimélique pont caractéristiques? représentatifs
paroi interpeptidique
I L, L + NA Nocardioides,
Streptomyces,
I Méso + NA Micromonospora,
Pilimelia, Frankia
i Méso - NA Saccharomonospora,
v Méso - Arabinose, galactose Nocardia
*NA : non applicable ou non déterming.
(o] o o
HO OH

NH;

H;N

Acide LL 2,6 diaminopimélique

I

MNHZ

Acide méso diaminopimélique

NH;

Figure 11: Structure des isomeéres de 1’acide diaminopimélique (Becker et al. 1964 ;

Lechevalier, 1970)

-Les glucides de paroi (tableau 8): permettent une séparation en quatre groupes

majeurs (Aouar, 2006).

Tableau 8: les quatre Spectres des sucres caractéristiques des actinomycétes (Kiel, 2007)

Spectre de Arabinose Galactose Xylose Madurose
sucre
A + + - -
B - - - +
C - - - -
D + - + -

Les lipides sont taxonomiquement importants ils peuvent étre représentés par trois

groupes (Tableau 9) : les lipides polaires, les ménaquinones et les acides gras. (Kitouni,

2007). Les lipides polaires les plus connus chez les actinomycetes sont Les phospholipides

(Kitouni, 2007), ces derniers autant que composants de

la membrane cellulaire sont

considérés comme des révélant dans la classification, les Lechevaliers considérent cing

différents types de composition de phospholipides (Kiel, 2009).
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Tableau 9 : Types de phospholipides des Actinomycetes (Kiel 2007)

Type de Phospholipides de diagnostique
phospholipides

I aucun

I Phosphatidyl ethanolamine (PE)

I Phosphatidyl choline (PC)

vV Glucosamine inconnu-contenant phospholipides (GIuNU)

\Y Glucosamine inconnu-contenant phospholipides et phosphatidyl
glycerol (PG)

e Génétique et structure de PADN

A partir de la deuxiéme moitié du 20 “™sigécle, les outils moléculaires de la taxonomie ont
été mis en place. lls portent sur le pourcentage de guanine et cytosine (tableau 9), sur le
spectre obtenu par électrophorese des fragments de I'ADN (obtenus par la digestion par
les enzymes de restriction), sur le taux dhybridation ADN - ADN ou ADN-ARN et
sur la séquence de I'ARNr 16S. Une différence de plus de 10 % indique que deux souches
sont sans relation. Au-dela de 70 % de similitude (I'nybridation ADN-ADN), deux

souches sont considérées comme appartenant a la méme espéce.

Le séquencage de ’ARNr 16S, constitue un outil précieux pour déterminer le
degré de relation entre souches, especes et genres (Larpent et Larpent-Gourgaud,
1985).

Tableau 9 : Différentes valeurs de GC% rencontrée dans le groupe des actinomyceétes
(d’apres Williams et al. 1989)

Genre G + C % (Moles)
Actinomadura 64 & 69
Nocardia 64a72
Streptomyces 69a78
Micromonospora 71a73
Actinoplanes 72a73

Actinopolyspora 64

Agromyces 71a77
Frankia 66471
Glycomyces 71a73
Nocardiopsis 64 469
Rodoccoccus 63472
Streptosporangium 69a71
Streptoverticillium 69a73
Thermoactinomyces 53455
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1- Origine des isolats d’actinomyceétes utilisés

La collection d’actinomyceétes choisiec comprend 30 isolats de différentes sources :
des eaux usées; des eaux thermales et du sol saharien, ces isolats sont fournies par le

professeur Boudemagh et les deux doctorantes Lefeida et Boufercha.
2- Repiquage et entretien des isolats

Les isolats choisies sont ensemencées sur le milieu sélectif ISP2 (Annexe 2) par la
méthode des stries puis incubées a 28 + 2 °C pendant 15 jours. Des observations journaliéres
des la fin de la premiére semaine sont effectuées afin de suivre la croissance des colonies et
d’éviter les contaminations.

Les colonies d’actinomycétes obtenues subissent une purification en se basant sur
I’aspect macroscopique , en réalisant des repiquages successifs nécessaires sur le méme

milieu.
3- Milieux de culture utilisés pour I’étude de la biodégradation

Les milieux minimums utilisés dans cette étude, sont :

Le milieu de Vandermesse 1996. Ce milieu est choisi de fagon d’étre completement exempt
d’une source de carbone.

Le milieu M2 de Bano et Musarrat 2004. Ce milieu minéral minimum est exempt d’une
source d’azote et additionné de 1% de glucose (Annexe 2).

4- Enquéte sur terrain

Une enquéte a été réalisée au niveau de la maison d’agriculture (Service des inspections
phytosanitaires et vétérinaires), la station de protection des plantes (INPV) et la coopérative
de céréales et Iégumes secs (CCLS) de la Wilaya de Constantine. Sur la base des réponses de
chaque service sur un questionnaire réalisé par nos soins, nous avons pu établir la liste des

pesticides les plus utilisés dans notre wilaya.

5-  Caractéristiques des pesticides testés a la biodégradation

Suite a notre enquéte, nous avons choisi, deux fongicides, trois insecticides et quatre

herbicides (Annexe 3,4). Leurs différentes caractéristiques sont indiquées dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Caractéristiques des pesticides testés a la biodegradation (DPVCT, 2016)

Con et Doses
Nom commercial Matiere Active form* Déprédateurs Cultures d'utilisation
TACHIGAZOLE HYMEXAZOLE 300 Pythium/ Cultures légumieres/
G/L Fusariose cultures ornementales 11/ha
sC
é Rhizoctonia/ Pépiniéres 100 ml/hl
'S Pythium
= phytophthora
i TELDOR® FENHEXAMID 50% Vigne/Fraisiers 1kg/ha/la
WG Botrytis 1,5 kg/ha
Arbres fruitiers 1 kg/ha
Moniliose
Rustile ACETAMIPRIDE 20% Cultures maraichéres
SP Aleurodes /
Mineuses Arbres 200 a 300
fruitiers/Agrumes g/ha
Cultures maraicheres
Pucerons Arbres \
% fruitiers/Agrumes 102}/‘; 225
f—j Deltamight DELTAMETHRINE | 25 G/L Lutte Criquets/Sauteriaux 0,51/ha
3 25EC EC antiacridienne
- Punaise Céréales
Teigne Pomme de terre 0,3a041
/ha
KARATEKA LAMBDA- 50 G/L Carpocapse Arbre fruitiers 0,175 l/ha
CYHALOTHRINE EC —
Cératite Agrumes
Teigne Olivier 0,25 I/ha
PROWL AQUA | PENDIMETHALINE 455 Graminées Pomme de terre
G/L annuelles / Al 3-4L/Ha
CS dicotylédones :
Oignon
" ZOOM DICAMBA 65,9%+ Adventice Blé/orge 120 G /ha
=z +TRIASULFURON 4,1% dicotylédones
S WG
2
T GRANSTAR 75 TRIBENURON 750 Adventices Céréales 12 g/Ha
DF METHYL G/L dicotylédones
DF
TILLER 410 GLYPHOSATE 48% Cuscute carotte 25-6,5
SL L/Ha

Con et form* : concentration et formulation

6- Test de la biodégradation des pesticides

6-1 Préparation des solutions meres des pesticides

Les pesticides commercialisés sous forme de WG (granulés a disperser dans I'eau),

WP (poudre mouillable) et DF (fluide sec) sont ajoutés a I’eau distillé dans des fioles jaugés

de 100 ml en tenant compte la solubilité de matiere active de chaque pesticide de facon a
obtenir des solutions meres ayant des concentrations adéquates (Figure 12).
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Figure 12 : les solutions meres préparés a partir de certains pesticides, (A) :Teldor ; (B) : Rustile ;
(C) : Granstar ; (D) : Zoom

6-2 Stérilisation des pesticides

Les pesticides liquides et les solutions meres des pesticides sont stérilisés par
filtration sur membranes de type millipore (de 0,22 um de porosité) (Figure 13). Cependant
Prowl aqua dont la matiére active (PENDIMETHALINE) est formulée en CS (suspension de
capsules) posséde une viscosité supérieure qui empéche sa filtration par membrane, elle a été

stérilisée par tyndallisation.

Figure 13 : Technique de Filtration des pesticides
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6-3 Culture des actinobactéries sur milieux minimums contenant des pesticides

Les solutions méres des pesticides stériles ont été ajoutées aux milieux minimum
(M1), comme source de carbone (Vandermesse 1996) et source d’azote dans le milieu
minimum M2 (Bano et Musarrat 2004). Ils sont ajoutés par micropipettes a raison de 0,2
g/L. (Rozo et al, 2013).

Les bactéries sont ensemencees par des stries serrées sur la surface des milieux
minimums additionnés de pesticides. Les boites sont ensuite incubées a 28 + 2 °C pendant 15
jours, Parallelement des milieux témoins dépourvus de pesticides ont été préparés dans les
mémes conditions.

Apres la période d’incubation, la croissance des actinomycétes est évaluée. La bactérie
est dite active si la croissance est positive comparativement au témoin. Elle n’est pas active si
la croissance est plus faible que le témoin. L’évaluation de la croissance est mesurée de visu.
Des observations sur des intervalles de temps différents (48 h, 72 h, 7 jours, 15 jours) ont été

réalisés afin de suivre la présence ou 1’absence de cette croissance.
7- Test de tolérance des souches performantes a des concentrations des pesticides

Les isolats d’actinomycetes ayant donné des résultats positifs sont ensemencés sur les
mémes milieux additionnés du méme pesticide avec des concentrations de (0.5 g/l, 1 g/l, 39/l,
69/l et 12 g/l) (Benslama et Boulahrouf, 2013). Les résultats de tolérance des actinomycétes
aux différentes concentrations des pesticides sont observés aprés 10 jours d’incubation a 28 +

2 °C. lls sont estimés par la croissance des bactéries qui peut étre positif (+) ou nulle (-)

Les résultats de la tolérance a des différentes concentrations nous permettent
d’indiquer si la croissance bactérienne sur le pesticide a une concentration de 0,2g/l1, est une
conséquence de la biodégradation proprement dite, ou elle est seulement liée a une

bioaccumulation du pesticide par la bactérie ou encore du aux réserves cellulaires.

8- Pré-identification des isolats performants

La pré-identification des souches est réalisée sur la base des caracteres culturaux,
macro et microscopiques.
8-1 Macromorphologie et caracteres culturaux

Les caractéres culturaux des isolats purifiés sont déterminés sur milieux de culture
ISP2. Des ensemencements par stries sont réalisés en surface. Les boites sont ensuite

incubées a température de 28 + 2 °C pendant 14 jours. Les isolats qui ont marqués une bonne
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croissance apres 4 jours d'incubation sont estimés comme étant rapides. Les bactéries qui
ont une bonne croissance entre le 4 ™ et le 7 ®™ jour sont estimées comme des bactéries &
croissance modérées. Cependant celles qui ne poussent qu’apres le 7 éme jour sont des
souches lentes (Oskay et al., 2004).

La pigmentation du mycélium aérien et celui du substrat (le revers de la boite) et la
présence de pigments diffusibles dans la gélose autre que les pigments mélanoides sont
également notés (Shirling et Gottlieb., 1966).

8-2 Observation microscopique

8-2-1 La technique de culture sur lamelle

La technique de culture sur lamelle 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 déposée contre la lamelle en contact avec le milieu.
Apres 14 jours d’incubation a 28 + 2 °C , la lamelle est retirée soigneusement de la gélose,
entrainant quelques fragments du mycélium, elle est ensuite déposee sur la lame et examinée
au microscope optique a différents grossissements (G X 40 et X 100). Cette technique permet

d’apprécier la forme des mycéliums aériens et de substrat (Shirling et Gottlieb, 1966).
8-2-2 Coloration de Gram

Des frottis de chaque isolat pur ont été réalisés sur des lames en verre propres puis
fixés par la chaleur en les passants trois a quatre fois par mouvements rapides sur la flamme
du bec Bunsen. Les frottis fixés sont colorés avec une solution de violet de Gentiane pendant
une minute. IIs sont rincés avec 1’eau pour éliminer 1’exces. Quelques gouttes de lugol sont
déposées pendant 1 minute, ce composé iodé agit comme un mordant en augmentant les
interactions entre le colorant et les cellules. Sans rincer et en inclinant les lames a 45°, les
frottis sont décolorés par lavage avec un mélange d’éthanol et d’acétone. A cette étape, Les
bactéries de coloration Gram positive gardent le violet de Gentiane par contre les autres se
décolorent. Ensuite, la décoloration est arrétée par lavage a 1’eau. Un autre colorant de couleur
rose (la fuchsine de Ziehl) est déposé sur les frottis pendant 15 secondes. Finalement, les
lames sont rincées abondamment a 1’eau, séchées et examinées sous microscope optique a

I’aide de I’objectif a immersion (x 100) (Djaballah, 2010).
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Résultats et discussion

1. Résultats de ’enquéte

L’enquéte realisée dans les différents services de la wilaya de Constantine, indique
clairement que plusieurs pesticides sont utilisés. En effet, une liste trés variée est autorisée
pour la vente. Le secteur privé est le circuit le plus important dans la distribution de ces
produits phytosanitaires. Nous nous sommes donc orientés vers les distributeurs privés de la
daira d’El-khroub (Wilaya de Constantine) pour conclure notre enquéte. Nous avons
remarqué une distribution non contrélée de ces produits. Les commercants proposent une
gamme tres variée de ces pesticides. Cette situation est a notre avis trés préoccupante car nous
constatons une anarchie dans la distribution de ces produits. Aucun contrdle par les différents
services n’est fait. C’est en générale une distribution gérée par le secteur privé. Sur cette base
nous avons choisis parmi ceux qui sont distribués, les pesticides les plus couramment

proposes aux agriculteurs et ceux depuis plusieurs années.

2. Repiquage et entretien des isolats

Apres des repiquages successifs sur le milieu ISP2, nous avons pu purifier 23 isolats
sur 30 actinobacteries de la collection fournie par le laboratoire. 4 isolats du sol saharien, 9
isolats des eaux thermales, 10 isolats isolés a partir des eaux usees. Les cultures pures
apparaissent sous I’aspect typique des actinomycetes (rondes et de contours réguliers), elles
sont peu ou bien incrustées dans la gélose avec une surface poudreuse et aux bords frangés,

certaines cultures présentent un aspect rugueux et autres sont lisses (Figure 14).
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Figure 13 : Aspect Macroscopique des Actinobactéries sur milieu ISP2 ; (B6 et B11) : isolats
du sol Saharien; (ETAT3 et KSR) : isolats des eaux thermales; (MI et AG) : isolats des eaux
usées.

3. Test de biodégradation des pesticides

Pour chaque pesticide, la capacité de croissance des 23 isolats pures d’actinomycétes
en utilisant un pesticide comme seule source de carbone et d’azote a €té mise en evidence,
sur les deux milieux minimums M1 de Vendermess (dépourvu de carbone) et M2 de (Bano
et Mussarat, 2004) (dépourvu d’azote).
- En premier lieu, une concentration de 0,2g/l a été testée sur des intervalles de temps allant
de 48h, 72h, 7jours et 15 jours (Annexe 7 et 8).
- Endeuxiéme lieu, Les isolats ayant donné un résultat positif sont ensemences sur le méme
milieu avec des concentrations de (0,5g/l, 1g/l, 3g/l, 6g/l, 12g/l) du pesticide afin de
démontrer la capacité des isolats a dégrader le pesticide et de déterminer la concentration

maximale tolérée.
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3.1. Cas du fongicide Tachigazole (hymexazole)

Pendant 15 jours d’incubation a 28 + 2 °C, aucun des isolats du sol Saharien présente une
croissance sur les 2 milieux minimums additionnés de 0,2g/l du Tachigazole (I’hymexazole).
Ce résultat signifie qu’ils sont inaptes a utiliser ce dernier comme seule source de carbone ou
d’azote. Cependant, 5 isolats des eaux usees parmi les dix testés poussent bien sur milieu M1
apres 72h seulement d’incubation. Ceux des eaux thermales ont le meilleur pourcentage des
isolats actives soit (66,66%) sur milieu M1 et 44,44% sur milieu M2 (Figure 14, 15). Un seul
isolat des eaux thermales nommeé KSR a marqué une croissance positive sur les deux milieux
minimums additionnés de Tachigazole. Il est donc le seul capable d’utiliser a la fois,

I’hymexazole comme seule source de carbone et d’azote (Figure 16).

M Eaux usées M Eaux thermales sols Sharien
n 0.67% 0.67%
p=
ey
(&)
©
4] 50% 509 509
©
©
2
0,
o 30% 3%
© 0,
X 2%
8
[
)
bt
S % % % %
)
[a
48 h 72h 7 jours 15 jours

Figure 14 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM1 additionné de 0,29/l du fongicide

Tachigazole sur des intervalles de temps différents
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Figure 15 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM2 additionné de 0,29/l du fongicide
Tachigazole sur des intervalles de temps différents
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Figure 16 : Culture de I’isolat KSR sur milieux minimums additionnés de 0,29/l de
Tachigazole ; (A) :MM1, (B) : MM2.

Les résultats de tolérance des différentes concentrations de Tachigazole sur milieu
MM1 et MM2 (Tableau 20, 21) nous ont permis de noter que :

Pour les isolats des eaux usées actifs sur (MM1 + 0,2¢g/l de Tachigazole) : seulement
2/5 isolats tolérent des concentrations considérables (0,5 — 3g/l). Ces deux isolats peuvent
dégrader ’hymexazole en I'utilisant comme source de carbone.

Pour les isolats des eaux thermales actifs sur (MM1 + 0,29/l de Tachigazole) : 3/6
isolats tolérent des concentrations de 0,5g/l1 a 3g/l. Un isolat nommé ETST4 tolere une
concentration de 6g/l. Cependant, I’isolat KSR tolére une concentration qui arrive j'usqu’a
12g/l. On conclue que (5/6) des isolats des eaux thermales peuvent pousser sur I’hymexazole
en I'utilisant comme seule source de carbone.

Pour les isolats des eaux thermales actifs sur (MM2+ 0,29/l de Tachigazole) : tous les
isolats (4/4) tolerent des concentrations importantes qui arrivent a 12g/l ce qui indique leur
capacité a biodégrader ce fongicide (Figure 17).

Les isolats actifs sur (MM + 0,29/l de Tachigazole) avec une tolérance limitée aux

faibles concentrations ont probablement accumulé le pesticide sans pouvoir le dégrader.
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Tableau 20 : Résultats de tolérance de différentes concentrations du Tachigazole dans le

milieu MM1
Les isolats actifs ) .
sur MM+ 02 g/l Les concentrations de Tachigazole dans MM1
de Tachigazole
0,5¢/1 14g/l 39/ 6 g/l 12 g/l
Isolats | ETST4 + + + + -
deseaux | GA3C + + + - -
thermales | ETSTS8 + + + - -
KSR + + + + +
ETATS + + + - -
ETAT3 + + - - -
Isolats PM - - - - -
des eaux MX - - - - -
usees MK + + + - -
MI + + + - -
MY + + - _ i

Tableau 21 : Résultats de tolérance de différentes concentrations du Tachigazole dans le
milieu MM2

Les isolats actifs sur
MM2 + 0,2 g/l de

Les concentrations de Tachigazole dans MM?2

Tachigazole
0,5¢/1 19/l 39/l 6 g/l 12 g/l
Des eaux GA3 + + + + +
Thermales | ETAT10 + + + + +
KSR + + + + +
SEA1l + + + + +
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Figure 17 : Croissance des isolats des eaux thermales (KSR, SEAL, GA3, ETAT10)
sur MM2 additionnée de 12g/I du fongicide Tachigazole

En conclusion, les isolats des sols sahariens, sont tous inaptes a dégrader
I’hymexazole. Deux isolats des eaux usées soit 20%, peuvent se développer sur ce fongicide
comme seule source de carbone. 55,55% des isolats des eaux thermales peuvent le dégrader
en I’utilisant comme seule source de carbone et 44,44% comme seule source d’azote. Un seul
isolat (KSR) peut le dégrader en I’utilisant a la fois comme seule source de carbone et d’azote.

La concentration maximale de 1’hymexazole tolérée est a ’ordre de 3g/l pour les
isolats des eaux usées et 129/l pour les isolats des eaux thermales.

L’inaptitude des isolats du sol Saharien a utiliser I’hymexazole comme seule source de
carbone et d’azote peut étre expliqué par une action toxique du fongicide sur la population
microbienne du sol comme c¢’est indiqué par (Tahar et al., 2017) qui ont démontré que les
populations bactériennes et fongiques du sol prélevées a partir d'une zone non polluée sont
inhibées avec toutes doses de I’hymexazole, Partant de ce fait, on suppose que les isolats des
gaux usées sont, au contraire des, adaptées a la biodégradation des polluants notamment
I’hymexazole qui est, selon (Tahar et al., 2017), largement utilisé dans le nord-est Algérien et
se trouve par conséquent trés répondu dans les stations d’épuration des eaux. En ce qui
concerne les isolats des eaux thermales, leur contribution dans la biodégradation en général

n’a jamais été traitée auparavant. Ce rapport est selon nous, le premier dans ce domaine. 11
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montre clairement que les actinobactéries isolées des eaux chaudes sont capable de pousser a

des concentrations élevées de ce fongicide.

3.2. Cas du fongicide Teldor® (Fenhexamid)

A partir de troisieme jour d’incubation a 28 + 2 °C, un seul isolat des eaux usées
nommé AC forme peu de colonies sur le milieu MM1 additionné de 0,2g/l du fongicide
Teldor, D’un autre c6té, aucune croissance n’a été signalée sur le milieu MM2 additionné de
la méme matiere (Figure 18, 19).

Afin de déterminer la capacit¢ de biodégradation de I’isolat AC, une gamme de
concentrations (0,5g/1, 1g/1, 3g/1, 6g/1, 12g/l) a été appliquée sur le méme milieu. Les résultats
ont montré que I’isolat ne tolére aucune concentration, Cela signifie qu’il a accumulé le
fongicide en premier lieu sans pouvoir le dégrader

Notre résultat démontre que le Fenhexamide est peu ou non biodégradable par les
actinobactéries, par contre Abate et al., 2007 ont trouve que le Fenhexamide est peu
persistent (DT50 = 1 jour) en présence d’une microflore active comme Bacillus megaterium,
De ce fait, on suppose que, soit, les isolats d’actinobactéries testés n’ont pas une contribution
importante dans la biodégradation du Fenhexamide, soit cette derniere nécessite une

performance des bactéries en Consortium.
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Figure 18 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM1 additionné de 0,29/l de fongicide

Teldor sur des intervalles de temps différents
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Figure 19 : Culture de I’isolat AC sur milieu minimum MM1 additionné de fongicide Teldor
aprés 72 h d’incubation a 28 £ 2 °C

3.3. Cas de P’insecticide Rustile (Acetamipride)

Apres 48h d’incubation a 28 + 2 °C, on a noté la croissance d’un isolat des eaux usées
nommé MK sur le milieu MM1 additionné de 0,2g/L de I’insecticide Rustile (Acetamipride)
et aprés 72h un autre isolat nommé M1 a formé des colonies sur le méme milieu, cependant,
aucune croissance est marqué sur le milieu MM2 par les isolats des eaux usées. Par ailleurs, 3
isolats des eaux thermales peuvent croitre sur le premier milieu et 2 autres sur le deuxieme

milieu. Mais les isolats du sol Saharien sont tous inactives sur les 2 milieux (Figure 20, 21).
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Figure 20 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM1 additionné de 0,29/l de

I’insecticide Rustile sur des intervalles de temps différents
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Figure 21 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM2 additionné de 0,29/l de

I’insecticide Rustile sur des intervalles de temps différents

Afin de déterminer la capacité de dégradation des isolats actifs, une gamme de
concentration (0,5¢/1, 1g/l, 3g/1, 6g/l, 12g/l) a été appliquée sur les mémes milieux.

Les résultats de tolérance des différentes concentrations ont montré que :
Tous les isolats actifs sur milieu (MM1+0,2g/l de Rustile) tolerent des concentrations
importantes (0,5 -12g/l) de Rustile (Acetamipride) ce qui signifie que ces isolats dégradent
I’ Acetamipride en 1’utilisant comme seule source de carbone.
Les deux isolats des eaux thermales actifs sur milieu (MM2+ 0,29/l de Rustile) tolérent des
concentrations considérables qui sont : 6g/l pour GA3 et 129/l pour ETSTS8, donc ces isolats

dégradent I’ Acetamipride en I’utilisant comme seule source d’azote (Tableau 22, 23).

Tableau 22 : les Résultats de tolérance des différentes concentrations du Rustile dans milieu

MM1
Les Isolats actifs sur Les concentrations de Rustile dans MM1
MML1 +0,2 g/l de 0,5g/I 1 g/l 3¢/l 6 g/l 12 g/l
Rustile

Des eaux | GA3C + + + + +
thermales | ETST4 + + + + +
ETATS + + + + +
Des eaux MK + + + + +
usées MI + + + + +
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Tableau 23 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Rustile dans milieu

MM?2
Les souches actifs sur Les concentrations de Rustile dans MM2
MM2 + 0,2 g/l de 0,5g/1 1 g/l 3¢/l 6 g/l 12 g/l
Rustile
Des eaux GA3 + + + + -
thermales | ETSTS8 + + + - -

Ces résultats montrent que 20% des isolats des eaux usées testés peuvent utiliser
I’acetamipride comme seule source de carbone. De méme, certains isolats des eaux thermales
avec un pourcentage de 33,33%, peuvent ’utiliser comme source de carbone et 22,22%,
peuvent I'utiliser comme seule source d’azote. Les isolats du sol Saharien testés sont tous
inaptes a biodégrader cet insecticide.

Les isolats actifs montrent une bonne croissance dans un intervalle de temps court
allant de 48h a 72h (Figure 22, 23). Cela signifie que I’acetamipride est une matiére
rapidement dégradable comme c¢’est indiqué par SAQE pesticides, 2019.

Figure 22 : Croissance des isolats des eaux thermales (ETAT5, ETST4, GA3C) sur milieu
MM additionné de I’insecticide Rustile apres 72h

Figure 23 : Croissance des isolats des eaux thermales (GA3, ETST8) sur milieu MM2

additionné de I’insecticide Rustile aprés 72h
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3.4. Cas de I’insecticide Deltamight 2,5 EC (Deltamithrine)

Apres 15 jours d’incubation a 28 + 2 °C, tous les isolats ne peuvent pas se développer
sur le milieu MM1 additionné de 0,29/l de Delatamigh (deltamithrine), ce qui signifie qu’il
n’est pas utilis¢é comme source de carbone par tous les isolats testés. Cependant, il est
probablement utilis¢ comme source d’azote dans le milieu MM2. Nous avons noté, une
croissance de 2 isolats du sol Saharien et 2 isolats des eaux thermales mais aucune croissance

des isolats des eaux usées (Figure 24).
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Figure 24 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM2 additionné de 0,29/l de

I’insecticide Deltamight

Afin de déterminer la capacité de dégradation des isolats actifs sur MM2, une gamme
de concentration (0,5¢/1, 1g/l, 3g/1, 6g/l, 12g/1) a été appliquée sur le méme milieu

Les résultats de test de tolérance des concentrations ont montré que 1’isolat des eaux
thermales nommé KSR ne tolere aucune concentration, de méme, I’isolat GA3 présente une
croissance faible a une concentration de 0,59/l et les 2 isolats du sol Saharien ont une
concentration maximale tolérée égale a 1g/l donc la croissance de ces isolats dans le milieu
(MM2+0,2g/1 de delatamitght) peut étre expliquée par une bioaccumulation de I’insecticide

sans étre dégrade par les actinobactéries, (Tableau 23).
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Tableau 24 : les Resultats de tolérance de différentes concentrations du Deltamight dans

milieu MM2
Les Isolats actifs Les concentrations de Deltamight dans MM2
sur MM2+ 0,29/l | 0,5¢/I 1 g/l 39/l 6 g/l 12 g/l
Deseaux | GA3 - - - - -
thermales | KSR - - - - -
Du sol B8 + - - - -
Saharien B11l + - - - -

Partant de ces résultats, les isolats des actinobactéries testées ne peuvent pas dégrader
le Deltamithrine. Nos résultats s’accordent avec eux de Cycon et al., 2014 qui ont démontré
que le deltamithrine peut étre dégradé par les microorganismes du sol (Mais pas avec des
Actinobactéries) comme Serratia marcescens dont le taux de dégradation peut aller de 82.8
% a 88.3% pendant 10 jours..

On constate que les isolats d’actinobactéries testés sont des faibles performants dans la
biodégradation du Deltamithrine, cela peut étre expliqueé par le faite qu’ils ne sont pas
adapteés a cet insecticide, ou ils peuvent également I’utiliser comme co-substrat et non comme
seule source. Une autre possibilité c’est qu’ils peuvent suggérer une biodégradation en
consortium seulement. Des travaux supplémentaires sont nécessaire afin de confirmer ou

d’infirmer cela.

3.5. Cas de P’insecticide Karateka (Lambda-cyhalothrine)

Aprés 72h d’incubation a 28 * 2 °C, Un seul isolat des eaux thermales (KSR) forme des
colonies sur MM1 additionné de 0,29/l de I’insecticide Karateka (Lambda-cyhalothrine). Pour
le milieu MM2 additionné de la méme concentration, 2 isolats sur 9 soit un pourcentage de
22,22%. Concernant le sol Saharien, 3/4 isolats, présentent une croissance des les premieres
48h (Figure 25, 26).
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Figure 25 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM1 additionné de 0,29/ de
I’insecticide Karateka sur des intervalles de temps différents
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Figure 26 : Pourcentage des isolats actif sur milieu MM2 additionné de 0,2¢g/l de
I’insecticide Karateka sur des intervalles de temps différents

Afin de déterminer la capacité de dégradation des isolats actifs sur MM1 et MM2, une
gamme de concentration (0,5¢/l, 1g/l, 3g/l, 6g/l, 12g/l) a été appliquée sur les deux milieux
(Tableau 25,26).

Les résultats de test de tolérance des concentrations ont montré que 1’isolat des eaux
thermales KSR ne tolére aucune concentration sur MML1. Il est donc considéré inapte a
dégrader I’insecticide Lambda-cyhalothrine. Sa croissance en premier lieu sur la concentration
de 0,2g/L est liée probablement a une bioaccumulation du pesticide, et pour le milieu MM2,
les deux isolats des eaux thermales actifs (Figure 27) tolérent des concentrations
considérables (3g/l et 6g/l). lls sont donc de bons candidats a la biodégradation de cet
insecticide. Contrairement & cela, les isolats du sol Saharien ne tolérent qu’une concentration
faible de 0,5¢/I.
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Tableau 25 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Karateka dans milieu
MM1

Les concentrations de Karateka dans MM1
14g/l 39/ 6 g/l

L’isolat actifs sur
(MM1+0,2¢g/1 de
karateka)

0,59/l 12 g/l

KSR - : : : :

Tableau 26 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Karateka dans milieu

MM2
Les isolats actifs sur Les concentrations de Karateka dans MM2
(MM2+0,29/1 de 0,59/l 1 g/l 39/l 6 g/l 12 g/l
karateka)
Du sol B2 + - - - -
Saharien B8 + - - - -
B11 + - - - -
Des eaux GA3 + + + - -
thermales | ETAT10 + + + - -

Figure 27 : Croissance de I’isolat GA3 des eaux thermales sur milieu MM2 additionné de
I’insecticide Karateka

D’apres les résultats au dessus, 22,22% des isolats des eaux thermales testés dégradent le
Karateka (Lambda-cyhalothrine) en 1’utilisant comme seule source d’azote et le reste des
isolats sont inaptes a le biodégrader. Toutefois, Hocinat, 2018 a trouvé des isolats
d’actinobactérie du sol agricol et des boues actives capables d’utiliser cet insecticide comme
seule source de carbone. Cela peut étre expliqué par le faite que nos isolats sont -

contrairement a celles des sols agricoles et des boues actives- inadaptés a I'utilisation des
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insecticides ni comme seule source de carbone ni comme seule source d’azote, a I’exclusion ,

les isolats des eaux thermales dont la capacité de biodégradation n’est pas encore étudiée.

3.6. Cas de Prowl aqua (Pendimethaline)

Aprés 48h d’incubation a 28 + 2 °C, 3/10 soit 30% des isolats des eaux usees
présentent une croissance sur le milieu MM1 additionné de 0,29/l de I’herbicide Prowl aqua
(Pendimethaline), ce pourcentage augmente a 40% aprés 72h, simultanément 3/9 soit 33,33%
des isolats des eaux thermales forment des colonies sur ce méme milieu, ces deux derniers
pourcentages demeure constant pendant toute la période d’incubation (15 jours) et présentent
le pourcentage des isolats actifs sur milieu (MM1+ 0,29/l de Prowl aqua). Et pour le milieu
MM2, seulement 2/9 soit 30% des isolats des eaux thermales sont actifs depuis le 7éme jour.

Les isolats du sol Saharien demeure inactifs dans les deux milieux (Figure 28, 29).

M Eaux usées M Eaux thermales Sols Saharien

40% 40% 40%

3% 3% 3%
30%
IO‘/D‘/. % % %
48 h 72h

7 jours 15 jours
Figure 28 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM1 additionné de 0,29/l de

Pourcentage des isolats actifs

I’herbicide Prowl aqua sur des intervalles de temps différents
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Pourcentage des isolats actifs
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Figure 29 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM2 additionné de 0,29/l de

I’herbicide Prowl aqua sur des intervalles de temps différents

Afin de determiner la capacité de degradation des isolats actifs sur MM1 et MM2, une

gamme de concentration (0,5g/1, 1g/1, 3g/l, 6g/1, 12g/1) a été appliquée sur les deux milieux.

Les résultats de test de tolerance des concentrations ont montré que tous les isolats

actifs sur (MM1+0,2¢g/l de Prowl aqua) et sur (MM2 + 0,29/l de Prowl aqua) tolérent tous les

concentrations allant de 0,5g/1 a 12g/I,

pendiméthaline en I’utilisant

ce qui indique leur aptitude a biodégrader le

comme seule source de carbone sur MM1 ou comme seule

source d’azote sur MM2 (Tableau 27, 28).

Tableau 27 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Prowl aqua dans
milieu MM1
(I\I7|e|\s}| Ilif)éa;; /?%téf;.fgvrw Les concentrations de Prowl aqua dans MM1
aqua)
0,59/ 19/l 39/l 6 g/l 12 g/l

Deseaux | ETATS + + + + +
thermales | ETAT3 + + + + +
KSR + + + + +
Des eaux MY + + + + +
usees MK + + + + +
AC + + + + +
Ml + + + + +
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Tableau 28 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Prowl aqua dans

milieu MM2
Les Isolats actifs sur Les concentrations de Prowl aqua dans MM2
(MM2+0,2g/l de prowl aqua) [ 5 1/l 39/l 601 | 129/
Des eaux GA3 + + + + +
thermales ETATI0 + + + + +

On constate que 33,33% des isolats des eaux thermales et 40% des isolats des eaux usées
testés sont aptes a biodégrader le Pendiméthaline en I’utilisant comme seule source de
carbone, et 22,22% des isolats des eaux thermales sont aptes a 1’utiliser comme seule source
d’azote, cependant, les isolats du sol saharien testés sont tous inactifs.

Nayak et al., (1994) ont trouvé lors d’une expérience sur une terre sableux a
Bhubaneshwar (Inde) qu’une dose de 0.5 kg/ha de pendiméthaline réduit 21% des
actinobactéries pendant les premiers 25 jours puis ils sont stimulés aprés 50 jours.

Koc¢arek et al., (2016) ont démontre lors d’une expérience sous serre controlée que les
actinobactéries sont les seules microorganismes du sol dont le nombre augmente avec les
différentes doses de pendiméthaline.

En se basant sur nos résultats et sur les travaux de Nayak et al., (1994) et Ko¢arek et
al., (2016), on peut considérer que les actinobactéries sont des acteurs importants dans la

biodégradation de pendiméthaline.

3.7. Cas de I’herbicide Zoom (Dicamba+Triasulfuron)

Sur milieu MM1 additionné de 0,29/l de I’herbicide Zoom, seulement un isolat des
gaux usées présente une croissance positive. Par ailleurs, sur milieu MM2, ce sont les isolats
des eaux thermales qui présentent une croissance avec un pourcentage qui évolue dans le
temps de 11,11% (1/9) en 48h jusqu’a 55,55% (5/9) aprés 7jours (Figure 30, 31).
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Figure 30 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM1 additionnée de 0,29/l de

I’herbicide Zoom
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Figure 31 : Pourcentage des isolats actifs sur milieu MM2 additionné de 0,2¢/l de

I’herbicide Zoom

Les isolats actifs sur MM1 et MM2 sont probablement capables d’utiliser le Zoom
comme seule source de carbone ou d’azote, ou bien, il s’agit juste d’'une bioaccumulation de
I’herbicide, pour déterminer cet aptitude, une gamme de concentration (0,5g/1, 1g/l, 3g/l, 69/,
12g/1) a été appliquée sur les deux milieux.

Les résultats de test de tolérance des concentrations ont montré que : les isolats actifs
sur la concentration de 0,29/l ne tolérent que des concentrations faibles ne dépassant pas 1g/1

ce qui signifie qu’ils sont inapte a dégrader cet herbicide (Tableau 29, 30).
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Tableau 29 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Zoom dans milieu

MM1
Isolat actif sur
(MM1+0,2¢g/1 Les concentrations de Zoom dans MM1
de Zoom)
0,59/ 1 g/l 1 g/l 6 g/l 12 g/l
Isolat des eaux + + - - -
usées MK

Tableau 30 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Zoom dans milieu

MM2
Isolats actifs sur Les concentrations de Zoom dans MM 2
MM2-+0,2g/l de Zoom) 0,59/l 1g/l 39/l 6 g/l 12 g/l
ETSTS + - - - -
Des eaux GA3 + - - - -
thermales SEA1 + - - - _
ETAT10 + - - - -
KSR + - - - -

Nos résultats montrent que le Zoom est peu/non dégradable par les isolats testés des
eaux usées, des eaux thermales et des sols sahariens, ce qui est le cas contraire des isolats du
sol agricole et des boues actives de Hocinat (2018) dont la moitié dégrade le Zoom.
L’inaptitude métabolique de nos isolats peut étre expliquée par le faite qu’ils sont inadaptés a
I’utilisation de Zoom comme substrat, contrairement aux isolats des boues actives et des sols

agricoles.

3.8. Cas de I’herbicide Granstar 75DF (Tribenuron methyl)

Sur le milieu MM1 additionné de 0,29/l de I’herbicide granstar 75DF, un seul isolat
des eaux usées nommé Ac présente une croissance apreés 72h d’incubation. En outres, sur le
milieu MM2 additionné de la méme concentration, des isolats des eaux thermales sont actifs
avec un pourcentage qui évolue dans le temps, de 11,11% (1/9) aprés 48h jusqu’a 33,33%
(3/9) aprés 7 jours (Figure 32, 33).
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Figure 32 : Pourcentage des isolats actifs sur MM1 additionné de 0,29/l de I’herbicide

Granstar
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Figure 33 : Pourcentage des isolats actifs sur MM2 additionné de 0,29/l de I’herbicide
Granstar

On suppose que les isolats actifs sur les deux milieux minimums additionnés de
0,29/lde Granstar sont probablement capables de 1’utiliser comme seule source de carbone
sur MM1 ou comme seule source d’azote sur MM2. Ou bien, il s’agit juste d’une
bioaccumulation de I’herbicide, pour déterminer cet aptitude, une gamme de concentration
(0,5g/1, 1g/1, 3g/1, 6g/1, 129/1) a été appliquée sur les deux milieux pour tester la tolérance des
isolats.

Les résultats de tolérance de différentes concentrations démontrent que les isolats : Ac
sur MM1 et ETAT10, GA3, KSR sur MM2 ne tolérent que des concentrations faibles, donc
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ils avaient accumulé I’herbicide tribenuron methyl sans pouvoir le biodégrader (Tableau 31,
32).

Tableau 31 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Granstar dans milieu

MM1
L’isolat actif sur
MM1+0,2¢g/l de Les concentrations de Granstar dans MM1
Granstar
0,5¢/1 14g/l 39/l 6 g/l 12 g/l
Isolat des eaux + + - - -
usées AC

Tableau 32 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Granstar dans milieu

MM2
Les isolats actif sur )
MM2+0,2g/I de Les concentrations de Granstar dans MM2
Granstar
0,59/ 1 g/l 39/l 6 g/l 12 g/l
Deseaux | ETATI10 + + - - -
thermales GA3 + + - - -
KSR + + - - -

On constate que les isolats testés (des eaux usées, des eaux thermales et du sol
saharien) sont tous incapable de biodégrader le tribenuron methyl.

Wang et al., (2011), indiquent que I’activité microbienne du sol pollué joue un role
important dans I’élimination de 1’herbicide tribenuron methyl, ils ont trouvé 26 souches
performantes, notamment Serratia sp.

On suppose que nos isolats testés sont soit inadapté a 1’utilisation de cet herbicide
comme substrat, soit ils peuvent I’utiliser comme co-substrat et non comme seule source de
carbone et d’azote. Des tests supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer ces

suppositions.

3.9. Cas de I’herbicide Glyphosate

Apres 15 jours, aucun des isolats se développe sur milieu MM1 additionné de 0,29/l de
Glyphosate. Ce qui indique leurs inaptitudes de biodégrader cet herbicide en 1’utilisant
comme seule source de carbone, cependant. Sur milieu MM2 additionné de la méme
concentration, un isolat des eaux thermales se développes des les premiéres 48h et apres 7

jours. Le nombre des isolats actifs augment a 3/9 soit 33,33% (Figure 34).

70



Résultats et discussion

M Eaux usées M Eaux thermales Sols Saharien

0.33% 0.33%

0% I% 0% I%

7 jours

0.11% 0.11%

0% l% 0% l%
48 h 72h

Figure 34 : Pourcentage des isolats actifs sur MM2 additionné de 0,2g/l de I’herbicide
glyphosate

Pourcentage des isolats actifs

15 jours

On suppose que les trois isolats des eaux thermales nommé ; ETAT10, GA3, KSR
actifs sur MM2 + 0,2¢g/l de glyphosate, sont probablement apte a utiliser cet herbicide comme
seule source d’azote ou bien il s’agit d’une bioaccumulation, afin de s’assurer de cette
aptitude, une gamme de concentration (0,5¢/l, 1g/l, 3g/l, 6g/l, 12g/l) de glyphosate a été
appliquée sur le milieu MM2 pour tester la tolérance des isolats.

Les resultats de test de tolérance de différentes concentrations ont montré que les 3
isolats tolérent tous les concentrations, donc ils sont aptes a biodégrader le glyphosate en

’utilisant comme seule source d’azote (Tableau 33).

Tableau 33 : les Résultats de tolérance de différentes concentrations du Glyphosate dans
milieu MM2

Les isolats actifs sur Les concentrations de Glyphosate dans MM2
(MM1+0,2¢g/1 de
glyphosate) 0,5¢/I 19/l 39/l 6 g/l 12 g/l
Deseaux | ETATI0 + + - - -
thermales GA3 + + + - -
KSR + + + + +

D’apres les résultats au-dessus, 33,33% des isolats des eaux thermales testés sont aptes

a biodégrader le glyphosate en I’utilisant comme seule source d’azote, les isolats des eaux

usées et du sol saharien sont tous inactifs.
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Hocinat (2018) a trouvé 75% des isolats du sol agricole d’Ain M’ Lila et 15% des
isolats des boues actives d’Ibn Ziad sont performants dans la biodégradation du glyphosate,
contrairement a nos isolats des eaux usées et de sol saharien qui sont tous dépourvus de cette
aptitude métabolique. On présume que la biodégradation de glyphosate par les actinobactéries

est une aptitude métabolique acquise par certains Isolats.

4. Pré identification des souches performantes

Les caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques) sont
utilisées pour I’identification présomptive des souches performantes.

Les criteres de détermination que nous avons utilisés sont essentiellement ceux de la
classification Bergey’s Manual of Systematic Bacteriologie, (1994).
4.1. Les caractéres culturaux

Apres ensemencement des isolats sur le milieu ISP2 et incubation a 28°C, les isolats
des eaux usees forment des colonies au bout de 4 jours d’incubation, les isolats des eaux
thermales sont moins vite et nécessitent 6 jours, cependant les isolats du sol saharien ne se
développent qu’aprés 8 jours ou plus. L’observation des caractéres culturaux des souches a
été réalisée par I’examen de nombreux paramétres tels que : la couleur du mycélium de
substrat (apres 48h d’incubation), la couleur du mycélium aérien (apres 15 jours d’incubation)

et la production des pigments, ces caracteres sont rassemblés dans le tableau 34 et figure 35.
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Caractéres culturaux
Les Souches Couleur
performantes du Couleur
mycéliu du . Aspect des | Forme et contour
. Pigments . .
m de mycélium colonies des colonies
substrat aerien
ETST4 | Blanc Beige - Sec peu circulaire /régulier
incrusté
ETAT3 | Blanc Blanc + Sec peu circulaire/régulier
grisatre incrusté
GA3C | Blanc Beige - poudreux | circulaire/régulier
peu
incrusté
% ETATS5 | Blanc Gris + Poudreuse | Circulaire et plat
= blanchatre peu Irégulier
o incrusté
= KSR | Blanc Vert - Cotonneux | Circulaire
2 claire bien élevé/Régulier
% incrusté
> GA3 | Blanc Vert - Cotonneux | Circulaire élevée
= foncé bien Irégulier
2 incrusté
ETST8 | Blanc Vert - Cotonneux | Circulaire
claire bien élevé/réegulier
incrusté
ETAT10 | Transpar | Vert - Sec peu Circulaire/ régulier
ent foncé incrusté
SEA1 | Blanc Marron - Sec bien Circulaire et
incrusté élevée/ régulier
" AC | Blanc Gris - Sec Circulaire /régulier
§ foncé incrusté
i MY | Blanc Blanc - Sec peu Circulaire /régulier
=) incrusté
ot MK | Blanc Gris clair - Sec peu Circulaire /régulier
S incrusté
£ MI | Blanc Gris - Poudreuse | circulaire/irrégulier
2 bien
B incrusté
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Figure 35 : Photographies présentat les différents aspects culturaux des souches
performants dans la biodégradation des pesticides

4.2. ldentification microscopique
4-2-1-Coloration de Gram
L’observation microscopique apres coloration de Gram a révélé que toutes les souches

performantes pris a I’identification sont a Gram positif. Certains présentent un aspect

74



Résultats et discussion

mycélien et d’autres un aspect de bacilles a Gram positif. Les résultats montrent aussi la
présence de spores de différentes formes (Figure 36, 37).
4-2-2-Technique de culture sur lamelle

Aprés une période d’incubation (7 -14 jours), les lamelles sont retirées de la gélose et
déposées sur des lames propres puis observées au microscope optique (Gx100). Cette
technique permet de caractériser et de rapprocher les actinomyceétes a leurs genres par leurs
aspects morphologiques du mycélium aérien et celui du substrat, les caracteres
morphologiques microscopiques de nos souches sont présentés dans la figure 38.

Figure 36 : observation microscopique de coloration de Gram des souches des eaux
usées performantes dans la biodégradation des pesticides (Gx100).
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Figure 37 : observation microscopique de coloration de Gram des souches des eaux
thermales performantes dans la biodégradation des pesticides (Gx100).
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Figure 38 : Aspect microscopique et genres proches des souches perfbrmants dans la biodgradation
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Selon I’observation microscopique, et les critéres d’identification de Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriologie, (1994) :
- 3/4 des souches des eaux usées et 5/9 des souches des eaux thermales présentent les
caracteristiques suivantes: Les hyphes du mycélium végétatif sont fins, trés ramifiés,
non fragmentés, non sporulés. Le mycélium aérien est long, fin et trés ramifié, il porte de
longues chaines de spores. Ils sont formées par fragmentation du mycélium aérien Ces
caracteres permet de rapprocher ces isolats au genre Streptomyces.
- 1 souche des eaux thermales présente un mycélium de substrat non fragmenté avec des
structures sous forme de sporanges. Ces caractéristiques les rapprochent au genre
Actinoplanes.
- 3 souches des eaux thermales forment des mycéliums de substrat / aériens ramifiés avec des
spores isolées portées aux extrémites des sporophores courts provenant du mycélium aérien.
Ce qui permet de les rapprocher au genre Thermomonospora.
- 1 souche des eaux usées présente un mycélium de substrat et un mycélium aérien fragmenté
en éléments bacillaires de courte taille. Cette caractéristique permet de la rapprocher au
genre Nocardia.
- La souche GA3 des eaux thermales qui arrive a degrader le plus grand nombre des
pesticides testés (5 pesticides), se rapproche au genre Thermomonospora.
- La souche KSR des eaux thermales qui est la seule souche capable d’utiliser le fongicide
Tachigazole (hymexazole) comme seule source de carbone et d’azote, se rapproche au genre
Streptomyces.

Les Streptomyces, les Nocardia sont des acteurs connus de la biodégradation des
pesticides. Cependant, les résultats obtenus dans cette étude, montrent que d’autres agents
bactériens appartenant aux actinobactéries, sont également de bons candidats a cette méme
biodégradation. 11 s’agit de Thermomonospora et Actinoplanes. Ce résultat est unique, car
aucune actinobactéries isolée a partir des eaux thermales et appartenant a ces deux genres, n’a
été signalée pour sa capacité a dégrader ces pesticides. Ce résultat est trés important car il
montre que certaines actinobactéries thermophiles sont capable de biodégrader certains
pesticides. Il serait intéressant de les tester dans les écosystemes telluriques chauds, comme

les sols désertiques, exploité par I’agriculture, comme c’est le cas en Algérie.
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Conclusion

D’aprés une enquéte réalisée auprés de la maison d’agriculture de la Wilaya de
Constantine, dans la station de protection des plantes et dans la Coopératif des céréales et des
Iégumes secs, nous avons émis un constat important. L’utilisation des pesticides a Constantine
est anarchique et non contrélée. C’est le secteur privé en majorité, qui gere cette distribution.
La gamme de pesticide choisie dans notre travail, est aléatoire. Elle comprend certains
herbicides, insecticides et fongicides commercialisés par la CCLS et surtout par le secteur

privée.

Notre travail consiste a tester la biodégradation des pesticides choisis par des isolats
d’actinobactéries provenant de différentes sources. Nous avons purifiés 10 isolats qui
proviennent des eaux usées, 9 a partir des eaux thermales et 4 du sol saharien. Ces 23 isolats
ont été testés pour leur aptitude a dégrader les pesticides sélectionnés en les utilisant comme
seule source de carbone et d’azote. Ce test a eté realisé sur deux milieux minimums, celui de
Vandermess. (1996) pour la source de carbone et celui de Bano et Mussarat. (2004), pour la
source d’azote. Ces milieux ont été additionnés de 0,2g/L du pesticide. Les isolats actifs sont
ensuite testés pour leur tolérance a différentes concentrations afin d’assurer leur performance
vis-a-vis de plusieurs concentrations de pesticides. L’ensemble des résultats obtenus

montrent que :

- Le fongicide Tachigazole est le plus dégradable avec des pourcentages de 55,55% par les
isolats des eaux thermales. Seulement 20% des isolats des eaux usées sont capables de

I’utiliser comme seule source de carbone.

- L’herbicide Prowl aqua est dégradé comme seule source de carbone par 33,33% des isolats
des eaux thermalles et 40% des isolats des eaux usées.

L’insecticide Rustile est dégradé par 33,33% des isolats des eaux thermales et 20% des

isolats des eaux usées.

- L’herbicide glyphosate est utilisé uniquement comme source d’azote par 33,33% des isolats

des eaux thermales.

- L’insecticide Karateka est utilisé seulement comme source d’azote par 22,22% des isolats

des eaux thermales.
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- Le fongicide Teldor ® est dégradé uniquement comme source de carbone par 10% des

isolats des eaux usées.

- L’insecticide Deltamight 2,5 EC et les herbicides Zoom et Granstar 75DF, sont considéré

toxiques pour les actinobactéries a des concentrations supérieures a 0,2 g/l.

Ces résultats donnent un apercu général sur le potentiel de ces isolats a dégrader
les pesticides Dans I’ensemble, 56,52% des isolats sont performants, les meilleurs candidats a
la biodégradation de ces pesticides, sont ceux qui proviennent des eaux thermales. Puisque
100% de ces isolats sont aptes & dégrader au moins un pesticide, en 1’utilisant soit comme
seule source de carbone, soit comme seule source d’azote. Pour les isolats qui proviennent des
eaux usées, 40% sont performants dans la biodégradation de ces pesticides. Les isolats du sol

saharien sont trouvés d’aprés cette étude, inadaptés a cette biodégradation.

En conclusion, les isolats performants dans la biodégradation des pesticides
sélectionnés appartiennent au genre Streptomyces. Les Thermomonospora isolés a partir des
eaux thermales sont aussi bien capables de biodégrader ces pesticides. Les genres Actinoplane
et Nocardia sont également apte a dégrader beaucoup de ces pesticides. Nous enregistrons
également, que le meilleur isolat en terme de nombre de pesticide utilisé, est celui qui
provient des eaux thermale. Il a été rapproché par les techniques morphologiques au genre

thermomonospora.

Les résultats obtenus se sont révélés prometteurs et encouragent la poursuite des

recherches dans ce théme afin de :

- Confirmer I’identification des souches performantes notamment par la chimiotaxonomie
et pousser I’identification jusqu’a au niveau de I’espéce par les techniques de biologie

moléculaire.

- Pousser la recherche dans I’aptitude des souches des eaux thermales a dégrader les

pesticides.

- Etudier la cinétique de dégradation des pesticides par ces souches soit seules ou en

consortium.

- Utiliser les souches performantes dans la bioremédiation (dépollution biologique des

sols et des eaux contaminées par ces pesticides).
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Annexe

Annexe 1

Types de formulations (Maisonneuve et Larose, 1988)

> Produits pour le traitement des semences

Code GIFAP

DS

LS

PS

SS

WS

Nom du type de produit
ou de la formulation
poudre pour traitement
des semences a sec

liquide pour traitement
des semences

semences traitées ou
enrobées

poudre soluble pour
traitement des semences

poudre mouillable pour
traitement humide

» Concentrés a diluer dans les solvants organigues

Code GIFAP

oL

OoP

OF

Nom du type de produit
ou de la formulation

liquide miscible a L'huile

poudre a disperser dans
I'huile

suspension concentrée
diluable dans I'huile

Définitions

poudre destinée a étre
appliquée en I'état sur les
semences

solution destinée a étre
appliquée sur les semences
en I'état ou apres dilution

poudre destinee a étre
appliqueée sur les semences
apres dissolution dans l'eau
poudre destinee a étre
appliquée sur semence sous
forme de bouillie aqueuse
concentrée.

Définitions

formulation liquide a
diluer avant emploi dans
un liquide organique
miscible

formulation pulvérulente
destinée a étre appliquee
apres dispersion dans un
liquide organique

suspension stable d'une
matiere active dans un
liquide destinée a étre
appliquée apreés dilution
dans un liquide organique



Annexe

> Produits a appliquer sans dilution

Code GIFAP

CG

DP

ED

FG

GG

GP

GR

MG

SU

TP

UL

Nom du type de produit
ou de la formulation

granule encapsulé

poudre pour poudrage

liquide chargeable
électriqguement

granulé fin

macrogranule

poudre & pulveriser

granulé

microgranulé

suspension pour application
a trés bas volume

poudre de piste

liquide pour application a
trés bas volume

Définitions

granulé avec enrobage de
protection ou a relargage
progressif

poudre fluente applicable
par poudrage

formulation liquide spéciale
pour pulvérisation
électrostatique ou
électrodynamique

granule de dimension
comprise entre 300 et 2 500
microns

granule de dimension
comprise entre 2 000 et 6
000 microns

poudre pour poudrage, trés
fine, destinée aux
applications pneumatiques
en enceinte close

produit solide fluent se
présentant sous forme de
granulé de dimensions
définies, prét a I'emploi
granulé de dimension
comprise entre 100 et 600
microns

suspension préte a I'emploi
dans un appareil de
traitement a tres bas
volume

rodenticide ou poudre
agissant par contact

liguide homogene, prét a
I'emploi dans un appareil de
traitement a tres bas volume
(TBV)



Milieux de culture

Annexe 2

Milieu ISP 2

Extrait de levure ...... 49
Extrait de malt ......... 10 g
Glucose .................. 49
Agar .......ooiiiiini. 209
Eau distillée ............ 1000 ml
pH=7,3

Milieu minéral minimum exempt de
source d’azote (Bano et Mussarat,

2004)

Na2HPOy .......... 2.1/
MGSOs ..o 0,01 g/l
CaCl2.2H:0 ........ 0,1g/1

FeSO4.7H:O ...... 0,001 g/l
CUSO4 v 0, 04 g/l
NazMoOs ........... 0,002 g/l

Glucose 1%

PH=7

Annexe

Milieu minimum: (Vandermess, 1996)

KNO3z ..o 13,76 g/l
KH2PO4 ..., 1,78 g/l
Na;HPOg4, 2H20 ...... 4, 66 g/l
NazSOs ...coevvvennnn.. 9,68 g/l
EDTA ... 10 mg/i
FeSO4, 7TH20 ............ 5 mg/I
MnCly, 4H20 ............ 1, 22 mg/I
ZnS0s4, TH20 ............ 0, 25 mg/I
CuSOy4, 5H20 ............ 0, 2 mg/l
CaCly, 2H20 ............. 1 mg/l
Na:MoOs, H20 ......... 0, 2 mg/l
pH=7




Annexe 3

Annexe

Les pesticides testés a la biodégradation dans notre étude, (A) : Fongicides ; (B) :

Insecticides ; (C) : Herbicides
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Annexe

Annexe 4

Tableau 13 : Caractéristiques chimiques des pesticides utilisés

Pesticides Matiere active Formule chimique | Famille chimique
Fongicides | TACHIGAZOLE Hymexazole C4HsNO2 Isoxazole
TELDOR® Fenhexamide C14H17CILNO> Hydroxyanilides
RUSTILE Acetamipride C10H11CIN4 Néonicotinoides
Insecticides | DELTAMIGHT Deltamithrine C22H19Br2NO3 Pyréthrinoides
25EC
KARATEKA Lambda- C23H19CIF3NOs | Pyréthrinoides
cyhalothrine
PROWL AQUA | Pendiméthaline C13H19N304 Toluidines
Z0OOM Dicamba CsHeCl203 des acides
Herbicides benzoigues
GRANSTAR 75 Tribénuron C15H17Ns506S Sulfonylurées
DF méthyle
TILLER 410 Glyphosate C3HgNOsP Phosphonoglycines
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Annexe 5

Les résultats de biodégradation des pesticides par Sur milieu MM1

Tableau 14 : les résultats de biodégradation des fongicides sur MM1

Les isolats

Fongicides

Tachigazole

Teldor

72h

7jours

15jours 48h

72h

15jours

Sols
Saharien

B2

B6

B8

B11l

Eaux
usées

MY

MB

NC

MK

=+ 1

+ [ 1
1

AG

Mi

PM

+ [+

+ [+
1

AC

MX

+

+
1

MJ

Eaux
thermales

KSR

ETAT3

ETST4

ETAS

GA3C

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+
1

GA3

ETSTS

+

+
1

ETATIO0

SEAl
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Tableau 15 : les résultats de biodégradation des insecticides sur MM1

Insecticides

Les isolats Rustile Deltamight Karateka

48 | 72 7 15 48 | 72 7 15 48 | 72 7 15

h h | jours | jours | H | h | jours | jours | h h | jours | jours

B2

Sols B6

Saharien BS

B11l

MY

MB

NC

Eaux usées MK +] 4+ + +

AG

MI |-+ + +
PM_ |- |- - :

AC

MX

MJ

KsR_[-[-[ - T - [-T-7T -1 - ]-T+[ +« 1]+
ETAT3 [-|-| - [ - |-[-[ -1 -|-[-[~-1"-

Eaux ETST4 |- | * + +

thermales ETAS -+ + +

GA3C |- | * + +

GA3

ETSTS

ETATIO0

SEAl




Tableau 16 : les résultats de biodégradation des herbicides sur MM1

Les isolats

Herbicides

Prowl aqua

Zoom

7jours

15jours

7jours

15jours

B2

Sols B6

Saharien B8

B1l

MY

MB

NC

MK

+ ]

+ |

-+ [

AG

Eaux M1

+ ]

=+ |

-+ [

usées PM

AC

+

+

+

MX

MJ

KSR

+

+

+

ETAT3

+

+

+

ETST4

ETAS

Eaux GA3C

thermales [ ga3

ETSTS

ETATI10

SEA1l

Les souches

Herbicides

Granstar

Glyphosate

72h

7jours

15jours

72h

7jours

15jours

B2

Sols B6

Saharien B8

B11l

MY

MB

NC

MK

AG

Eaux Mi

usées PM

AC

MX

MJ

KSR

ETAT3

ETST4

ETAS

Eaux GA3C

thermales [ Gga3

ETST8

ETATI10

SEAl

Annexe
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Annexe 6

Les résultats de biodégradation des pesticides par Sur milieu MM2

Tableau 17 : les résultats de biodégradation des fongicides sur MM2

Les isolats

Fongicides

Tachigazole

Teldor

48h

72h 7jours

15jours 48h 72h 7jours 15jours

B2

Sols B6

Saharien B8

B11l

MY

MB

NC

MK

Eaux AG

usées MI

PM

AC

MX

MJ

KSR

ETAT3

ETST4

Eaux ETAS

thermales | GA3C

GA3

ETSTS

ETATI0

SEAL
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Tableau 18 : les résultats de biodégradation des insecticides sur MM2

Les isolats

Insecticides

Rustile

Deltamight

Karateka

72 7
h Jours

15
jours

h | jours

15
jours

Sols
Saharien

B2

B6

B8

B1l

Eaux
usées

MY

MB

NC

MK

AG

Ml

PM

AC

MX

MJ

Eaux
thermales

KSR

ETAT3

ETST4

ETAS

GA3C

GA3

+ |

-+ 1
-+ 1

+ |

ETSTS

ETATI10

+

+
+

+

SEA1




Tableau 19 : les résultats de biodégradation des herbicides sur MM2

Les isolats

Herbicides

Prowl aqua

Zoom

72h | 7jours

15jours

72h

7jours

15jours

Sols
Saharien

B2

B6

B8

B1l

Eaux
usées

MY

MB

NC

MK

AG

Ml

PM

AC

MX

MJ

Eaux
thermales

KSR

ETAT3

ETST4

ETAS

GA3C

GA3

'
+ |

+ 1
'

ETSTS

ETATI10

1
+

+
]

SEA1l

.
[+ ]

Les isolats

Herbicides

Granstar

Glyphosate

72h | Tjours

15jours

72h

7jours

15jours

Sols
Saharien

B2

B6

B8

B11l

Eaux
usées

MY

MB

NC

MK

AG

Ml

PM

AC

MX

MJ

Eaux
thermales

KSR

ETAT3

ETST4

ETAS

GA3C

GA3

ETST8

ETAT10

SEAl

Annexe
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Annexe 7
Schémas représentatifs des mycéliums aériens et de substrat de quelques genres

D’actinomycétes (Bergey's Manual, 1994)

Groupe 20

<o ..,. 2
|

Actinomyces Rothng, Agromyces

Groupe 22

s

Gordona, Rhodococcus, Nocardia

Jonesia Tsukamurelia
(
o~ % é& 2
Actinobispora Actinikineospora . Actinopolyspora

Terrabacler Propionimicromonospora

Groupe 23

W/ Mﬁh/ Mf:y

‘ - — Fravkia Geodermatophilus
Groupe 24
¥ o >
»w =
. { '
Ampullarieila, Catellospora

Actinoplanes Pilimelia
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Dacylosporangium Micromonospora

Groupe 25

- B

Sporichthya

Streptomyces Streptoverticiliiem
Groupe 26
’»{\;}—j” gt s
= A<
/-%-;i
i \ y l
L)
Microbispora Microtetraspora

Rl
]
: .

,,__,n\i.#-— \ b
({ s [ TZ ‘
' |
Flanomonospora Spirillespora Sweptosporangium Actinomadiin

Groupe 27

Groupe 28

=~
Thermoactinomyces
Groupe 29

Glyconyces Rilasatosporia Saccharothrix
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Etude préliminaire de la biedégradation des pesticides pavmi les plus utilisés a Censtantine
par une collection d’actinabacténies

Mémoire de fin de cycle pour 1’obtention du diplome de Master en Biologie moléculaire des
microorganismes

Au cours de notre travail nous nous sommes intéressés a tester la capacité des actinobactéries provenant de
différents écosystemes a dégrader certains pesticides. Aprés une enquéte sur la situation des pesticides dans
la wilaya de Constantine, une gamme d’herbicides, d’insecticides et de fongicides ont été sélectionnés pour
cette étude. Une collection des isolats d’actinobactéries est purifiée par repiquages successifs sur milieu
ISP2. Cette collection est composée de 10 isolats provenant des eaux usées, 9 isolats des eaux thermales et
4 isolats du sol Saharien, ils sont testés pour leurs aptitudes a dégrader les pesticides choisis. Le test
préliminaire consiste a tester I’utilisation des pesticides, comme seule source de carbone et d’azote. Ce test
est réalisé sur deux milieux minimums, respectivement, celui de Vandermess. et celui de Bano et Mussarat,
additionnés de 0,29/l du pesticide. Les isolats actifs sont ensuite testés pour leur tolérance a différentes
concentrations (0.5g/l, 1 g/l, 3 g/l, 6 g/l, 12 g/l) afin d’évaluer leur performance vis-a-vis ces pesticides. Les
résultats montrent que le pesticide le plus dégradé est le Tachigazole qui est utilisé comme seule source de
carbone par 55,55% des isolats des eaux thermales et par 20% des isolats des eaux usées, aussi comme
seule source d’azote par 44,44% des isolats des eaux thermales. En outre, le Deltamight 2,5 EC, le Zoom et
le Granstar75DF se sont avérés toxiques aux actinobactéries testées pour des concentrations supérieures a
0,2 g/l. Un pourcentage de 56,52 % des isolats testés dégradent au moins un pesticide. En se basant sur les
criteres morphologiques, ces isolats performants se rapprochent aux genres: Streptomyces,
Thermomonosprora, Actinoplane et Nocardia. ils peuvent étre utilisés pour la bioremédiation des différents

écosysteémes contaminés par ces pesticides.
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