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Introduction

La pollution est définie comme une introduction dans 1’environnement (air, eau,
sol) de substances portant atteinte a la santé humaine et aux écosystéemes. Elle est
essentiellement liée aux activités humaines, la révolution industrielle entamée au XIXéme
siecle a egalement contribué a I’état de pollution actuel de notre environnement (Assink et
Van den Brink, 1986).

La pollution du sol est d’origine industrielle, agricole ou urbaine, ces différentes
sources entrainent la présence de nombreuses molécules xénobiotiques différentes. Les
polluants organiques d’origine industrielle incluent le pétrole et ses dérivés, les
hydrocarbones aromatiques polycycliques et les hydrocarbones chlorés. Les polluants

d’origine agricole incluent les fertilisants et les pesticides (Van der Perk , 2006).

I’utilisation des pesticides par 1’agriculture présente deux aspects aux conséquences
totalement opposées : le premier concerne la nécessaire réduction des dégats causés aux
cultures par des organismes phytopathogénes et du développement des adventices pour
maintenir la productivité alors que le deuxieme tient a la nature méme des pesticides qui
en fait, dans certaines conditions, de possibles polluants de 1’air, des eaux, des aliments et

des sols (Barriuso et al .,2005).

En effet, une trés grande partie des pesticides répandus n’atteint pas sa cible. Une
partie importante est dispersée dans 1’atmospheére, soit lors de leur application, soit par
évaporation ou par envol a partir des plantes ou des sols, sur lesquels ils ont été répondus.
Disséminés par le vent et parfois loin de leur lieu d’épandage, ils retombent avec les pluies
directement sur les plans d’eau et sur les sols d’ou ils sont ensuite drainés jusqu’ aux
milieux aquatiques par les eaux de pluie, ce qui présentent une vrais menace pour tous

I’environnement (Fenske et al ., 2002).

Les recherches sont orientées depuis plusieurs années vers les techniques de
bioremédiation des sols contaminés. Parmi elles il y a des techniques physico-chimiques
qui sont trés couteuses et nécessitent des moyens généralement lourds. On assiste ces
dernieéres années a I’émergence de technique biologiques qui sont beaucoup moins

onéreuses et trés efficaces. Ces techniques font appel aux microorganismes trés variés.
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Parmi ces microorganismes, les actinomycetes constituent un groupe des
procaryotes, Gram positif a structure végétative de type mycélienne (Lacey, 1973), ils sont
connues pour leur aptitude a jouer un role tres important dans la biodégradation de la

matiére organique et inorganiques présentes dans la nature (Silini, 2012).

Le travail entrepris dans ce mémoire a pour objectifs :

e L’isolement sélectif de souches d’actinomycétes capable de tolérer et de dégrader 1’un
de la famille de pesticides les plus utilisés dans le monde (les sulfonylurées ), qui est
I’ Apyros (Sulfosulfuron 75%).

e Notre second objectif, est I’identification présomptive des souches actives.

e Le troisieme objectif, c’est le suivi de la cinétique de biodégradation de cet herbicide.
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l. La pollution

1. Définition

La pollution est définie comme I’introductionpar 1’homme, dans 1’environnement, de
substances ou d’énergie susceptibles de provoquer des dommages a la santé des espéces
vivantes (Homme, ressources vivantes et systemes écologiques) et de mettre en cause le

concept d’une utilisation 1égitime de 1’environnement (Alloway, 1995).
2. Lesdifférents types de pollution
2.1.Pollution de I'air (pollution atmosphérique)

Elle est définie comme « la présence dans 1’atmosphére extérieure de substances ou de
contaminants apportés par I’lhnomme, en quantité ou & des concentrations, et pendant des
périodes telles qu’ils génent une proportion importante des habitants d’un secteur ou
nuisent a la santé public, a la vie humaine,végétale ou animale ou aux biens, ou portent
atteinta 1’agrément de I’existences ou a la jouissance des biens dans 1’état, ou les zones qui

sont touchées (Gafsi , 2008).

2.2.Pollution du sol

Les pollutions du sol sont d’origine industrielle, agricole ou wurbaine et ces
différentessources entrainent la présence de nombreuses molécules xénobiotiques

différentes.

Lespolluants organiques d’origine industrielle incluent le pétrole et ses dérivés, les

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) et les hydrocarbures chlorés.

L'agriculture est aussi I'une des causes importantes de la pollution des sols. Pensons

seulement aux engrais, aux insecticides et aux pesticides (Van der Perk, 2006).

La pollution du sol se présente sous deux formes : localisée et diffuse et chacune de ces

deux formes peut étre accidentelle ou chronique (Jeannot et al., 2000).
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2.3.Pollution de I'eau

La pollution de I'eau est bien souvent directement liée a la pollution des sols. La pluie
transporte rapidement les pesticideset les autres substances toxiques, de la terre ferme, aux
mers et océans (Web site N° 1).

3. Les origines de la pollution.

Selon I’origine de substances polluantes, quatre catégories de la pollution sont a
distinguer :

3.1.La pollution domestique

Elleprovient des habitations et elle est, en général, véhiculée par les réseaux

d’assainissement jusqu’a la station d’épuration (Gilli et al., 2004).
3.2.La pollution industrielle

Elle provient des usines et elle est caractérisée par la présence d’une grande diversité

des polluants (Calvet et al., 2005).
3.3.La pollution naturelle

Certains auteurs considerent que divers phénomeénes naturels sont aussi a 1’origine de

la pollution (les éruptions volcaniques) (Crosclaude, 1999).
3.4.La pollution agricole

Elle provient des fermes ou des cultures et elle se caractérise par la forte teneur en sel
minéraux (ex : NO,, P, K) et la présence des produits chimiques du traitement (pesticides,
engrais) (Crosclaude, 1999).

4. Les principales causes de la pollution d’origine agricole
4.1.Les fertilisants

Les engrais chimiques sont dispersés dans les sols afin d’accroitre les rendements des
vegétaux cultivés. Parmi les éléments principaux au developpement des plantes, nous
avons : I’azote, le phosphate, le potassium, et dans une moindre mesure le souffre, le

calcium, le magnésium et d’autres oligo-éléments. L’usage intensif et successif de cesS
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produits, contamine donc les eaux superficielles et méme les nappes phréatiques (Conrad
etal., 1999).

4.2.Les pesticides

L’usage des pesticides a connu une expansion considérable, non seulement dans les
pays développés et sur les cultures tropicales d’expiration, mais aussi dans I’ensemble des
pays de tiers monde ou la révolution verte a augmenté les exigences en traitement
antiparasitaire car elle a propagé des variétés moins résistantes aux divers ravageurs de
culture que les souches cultivées autochtones. Cependant, ces pesticides s’accumulent dans

les sols et les nappes phréatiques (Lemercier, 2003).

Il.  Les pesticides
1. Définition
Le mot « pesticide », terme générique dérivé des termes latins « caedere » (tuer) et
«pestis » (fleau), intégré a la langue anglaise, des les années 1940, puis a la langue

francaise a la fin des années1950, est utilisé aussi bien dans le langage courant que
scientifique (Baldi et al., 2013).

Les pesticides sont des produits « phytopharmaceutiques », ou plus communément
produits phytosanitaires,destinés a protéger les plantes cultivées et les récoltes des attaques
d’insectes, d’acariens, de rongeurs champétres et de celles des champignons parasites, et a
détruire les adventices. D’autres pesticides (produits « biocides ») sont réservés a des
usages domestiques, comme la destruction des rats, souris, blattes, la protection des tissus
contre les mites et la protection des bois contre les champignons, les termites...etc.
(Devillers et al., 2005).

2. Composition et formulation

Un pesticide est composé de 2 types de substances :



Tableau 1: Les différentes classifications de pesticides (Conrad et al., 1999 ;
Crosclaude, 1999 ; Lemercier, 2003 ; Calvet et al., 2005 ; Devillers et al., 2005 ;
Merhi, 2008 ; El Azzouzi, 2013 ; Isabelle et al., 2013)

En fonction de la
cible

Les herbicides

Les fongicides

Les insecticides

Les acaricides
Les nématicides
Les rodenticides
Les taupicides
Les molluscicides
Les corvicides

Les corvifuges

1" systéeme de classification

Spectre d’action

Les mauvaises herbes des cultures

Les champignons ou encore les bactéries
responsables aux phyto-maladies

Les insectes. Dans ce cas, les insecticides
interviennent en les éliminant ou en empéchant
leur reproductionDifférents types existent :

les neurotoxiques, les régulateurs de croissance
et ceux agissant sur la respiration cellulaire

Les acariens

Les nématodes

Les rongeurs

Les taupes

Les limaces et les escargots essentiellement

Les oiseaux ravageurs de culture et surtout

lescorbeaux

2°M systéme de
classification

En fonction de la nature

chimique de la

substance chimique

active des pesticides

* Les organochlorés

* Les organophosphorés
* Les carbamates

* Les pyrethroides

* Les triazines

* |es urées- substituées
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e Une ou plusieurs matiéres actives : Ce sont ces matiéres actives qui conférent au
produit I’effet poison désiré, tels que : le sulfosulfuron, le glyphosate, le métaldéhyde,
I’isoproturon.

e Un ou plusieurs additifs : Ces additifs renforcent 1’efficacité et la sécurité du produit,
tels que: répulsif, vomitif, épaississant, anti-moussant, solvant (Maison de

consommation et de I’environnement, 2003).

La formulation correspond a la forme physique sous laquelle le produit
phytopharmaceutique est mis sur le marché ; obtenue par le mélange des matieres actives
et des formulant, elle se présente sous une multitude de formes, Les plus couramment

répandus sont les suivantes :

e Pour les formulations solides : les granulés solubles (SG), les poudres mouillables
(WG).
e Pour les formulations liquides :
e Les concentrés solubles (SL), composés de produits solubles dans 1’eau.
e Les concentrés émulsionnables(EC), composes de produits liquides en émulsion
dans le produit.
e Les suspensions concentrées(SC), appelées (parfois flow de I’anglais flowable),

composées de particules solides dispersées dans le produit (Amatrop, 2000).

3. Classification des pesticides

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) dont les herbicides sont les pesticides les plus utilisés dans le

monde en tonnage et en surface (tableau 1).

4. Marché des pesticides
En Europe : Exemple type la France

En 2003, environ 74500 tonnes de pesticides (substances actives) ont été utiliséesen
France (53400 tonnes de produits de synthése et 21000 tonnes de cuivre et de soufre) dont
1500 tonnes par les jardiniers amateurs et pour les utilisations « espaces verts » (Devillers
et al., 2005).



Tableau 2 : liste de quelques herbicides les plus utilisés dans la wilaya de Constantine

(Metatla et Touati, 2013)

Nom Matiére active Famille Ladose | Culture
commercial chimique
Herbasate Amino- -
Glyphosate e 1l/ha Céréales
Roundup Amino-
lyph 1l/h Mai
Glyphosate phosphanates /ha as

Zoom Mesosulfuron Sulfonylurées 120g/ha Blé-Orge

methyl+

lodosulfuron

methyl sodium
Apyros Sulfosulfuron 26,5g/ha Céréales
Axial Pinoxadan phénylpyrazolines | 0,6l/ha Céréales
Traxos Pinoxadan Blé
Mamiba Glyphosate Amino- 2,4kg/ha Blé
Glyphosate | Glyphosate phosphanates Mais +

Blé

chevalier Lodosulfuron sod + | Sulfonylurées 0, 33kg/ha | Blé

Mesosulfuron sod
Atrazine Atrazine Triazines 0, 33kg/ha | Mais
Oscar Glyphosate Amino- 12,5kg/ha | Blé-Orge

phosphanates
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Compte tenu de sa superficie cultivée (plus de la moitié du territoire), la France est le
premier consommateur européen en tonnage, mais un utilisateur moyen en terme de dose
(4kg /ha), par rapport & des pays tres utilisateurs (pays bas) ou trés peu utilisateurs
(Portugal) (Devillers et al., 2005).

Pour chaque produit, les quantités totales dépendent de 1’importance de la culture et
des doses autorisées qui vont de quelques grammes a 1 ou 2 kilogrammes par hectare
(Devillers et al., 2005).

En Afrique : Exemple type I’ Algérie

En Algérie, la consommation des pesticides esten constante augmentation, elle est de
6000 & 10000 Tonne/an et la commercialisation de ces produitsne cesse d’augmenter

d’année en année.

En termes de qualité, la consommation des pesticides, en Algérie, differe selon les
régions du pays. En effet, I’Ouest est considéré comme la région la plus consommatrice

des fongicides et des insecticides, elle est par contre la moins utilisatrice des herbicides.

Dans la région Centre, les insecticides sont plus utilisées que les fongicides et les
herbicides. 1l en est de méme dans la région Est ou les données sont similaires a la région
Centre (Moussaoui et al., 2011) (tableau 2).

5. Devenir et dispersion des pesticides dans I’environnement(Exemple des
herbicides)

Aprés application par 1’agriculteur, les produits phytopharmaceutiques seront
concernés par de nombreux phénomenes, physiques, chimiques et biologiques.Pour une

partie, les produits seront alors dégradés complétement ou partiellement.

L’autre partie sera simplement déplacée dans le milieu. Elle aura quitté le champ, ce
qui, pour I’agriculteur, correspondra a une perte d’efficacité du traitement. En réalité, d’un
point de vue écologique, 1’élimination ne sera qu’apparente puisque le produit se
retrouvera dans les profondeurs du sol et/ou dans D’air et/ou dans les eaux et
éventuellement sur les végétaux a [’état de trace (Association de Coordination
Technique Agricole, 2002). La figure 1, illustre les différentes voies parcourues par les

pesticides dans la nature.



Transport'

Traitement
Volatisaton Plie
Photodeégradaton Dépdt sec
\
'BM"‘M" Erosion / transport Adsopton
S0L a?zdm Ecoulement de Désorpton
ST aton  Subsurface EAU SUPERFICIELLE

Desorpion ot dranage

SEDIMENT

Figure 1 : Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les

milieux : eau, air et sol (Merhi, 2008)
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5.1.Dispersion atmosphérique

De nombreux travaux expérimentaux ont étudié les transferts atmosphériques qui ont
lieu pendant les applications par pulvérisation, nommes dérive (Aubertot et al., 2005).Les
pertes par volatilisation sont parfois importantes notamment apres le traitement (jusqu’a 90
% de pertes) (Fabrice, 2000).A plus large éechelle, le transport de certains pesticides a
grande distance a été mis en évidence par leur détection dans des lieux éloignés de toute
utilisation (montagnes, lac). Cependant, il est actuellement difficile d’estimer le potentiel

de transport des pesticides (Aubertot et al., 2005).

5.2.Rétention et dégradation dans le sol

Les processus de rétention des pesticides dans le sol réduisent leur mobilité et
diminuent ainsi, au moins temporairement, leur transfert vers l'air ou I'eau (Aubertot et al.,
2005).

La rétention des pesticides dépend des propriétés des pesticides (Kd : coefficient de
partage et Koc : coefficient d’adsorption), mais également des propriétés du sol (taux de

matiére organique, taux d’argiles,...) (Schiavon, 1988).

La rétention des pesticides dans le sol est un processus cinétique au méme titre que la
dégradation qui débute avec 1’application du pesticide et se poursuit jusqu’a atteindre un

niveau de rétention seuil (Schiavon, 1988).

A T’heure actuelle les insecticides utilisés (organophosphorés, pyréthrinoides,
carbamates et autres) se dégradent rapidement, par contre les herbicides sont assez
persistants dans les sols et leurs produits de dégradation sont souvent stable.

5.3.Transports par ruissellement et percolation

Les pertes de la plupart des pesticides lors des phénomenes de ruissellement et
d’érosion se font en solution, le transport particulaire n'étant important que pour les
pesticides les plus retenus (hydrophobes ou peu solubles dans 1’eau) (Aubertot et al.,
2005).

Le risque maximal de contamination des eaux de surface correspond aux fortes averses

qui se produisent peu de temps aprés l'application ou l'arrivée du produit au sol, ¢’est-a-
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dire quand la disponibilité de la substance est maximale dans le sol et que les états de
surface du sol sont potentiellement dégradés ; les pertes durant ces quelques événements
peuvent constituer la majorité de la contamination annuelle (Aubertot et al., 2005).

Pour la contamination des eaux souterraines, le risque est essentiellement lié au régime
pluviométrique, a 1'épaisseur de la zone non saturée (I’eau souterraine), aux interactions
nappes-rivieres et a la nature et a la vitesse des écoulements a travers le sol et le sous-sol.
Cependant le transport dans 1’eau de certaines substances est parfois observé pendant
plusieurs années apres leur application, ce qui illustre le risque significatif de

remobilisation de résidus fortement retenus sur la matrice du sol (Aubertot et al., 2005).

6. Impact des pesticides sur I’environnement

L’impact des pesticides sur I’environnement varie en fonction d’un grand nombre de
facteurs dont :la persistance du pesticide dans 1’environnement (durée de demi-vie), le
temps d’exposition, la dose et la toxicité, la sensibilité relative des organismes ou de
I’écosystéme exposés et 1’age de 1’organisme exposé. Les pesticides peuvent donc étre
responsables de pollutions diffuses chroniques et/ou aigues et accidentelles, lors de leur
épandage sur les surfaces agricoles mais également lors de leur fabrication, transport ou

élimination (Margni et al., 2002).
6.1.Impact des pesticides sur la santé humaine

Les pesticides peuvent pénétrer dans 1’organisme par contact cutané, par ingestion ou
inhalation. Les effets peuvent étre bénins a mortels (Mollier et al., 2010). Le niveau de
toxicité dépend de plusieurs facteurs, le plus important étant les caractéristiques chimiques

du pesticide en question (Giroux, 2004).

6.2. Impact des pesticides sur la faune sauvage

Tous les organismes sont susceptibles d’étre exposés aux pesticides et d’en subir des
effets néfastes. Les effets sur les oiseaux, les poissons et les mammiféres ont été souvent
décrits. Les insectes non viés n’y échappent pas également et le cas le plus médiatisé est
celui des abeilles (Clavet. R et al., 2005).
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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 (par
exemple, la pulvérisation fine a tendance a étre emportée par le vent), du climat, de la
structure de la végétation et du type de sol. Les insecticides, rodenticides, fongicides (pour
le traitement des semences) et les herbicides, encore plus toxiques, menacent la faune

sauvage qui y est exposée (Isenring, 2010).

6.3.Impact des pesticides sur les microorganismes du sol

L’importance du rdle des microorganismes dans le sol explique que de nombreuses
études aient été menées pour connaitre les effets des pesticides sur leurs populations et sur
leurs activités. Les effets des pesticides sont trés divers et affectant plusieurs fonctions de

la microflore des sols (Clavet R. et al., 2005).
6.4.Impact des pesticides sur les plantes non visées

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 releve des pratiques de
traitement mise en ceuvre. La deuxiéme concerne la persistance des herbicides (Clavet R.

et al., 2005).

I11. Les herbicides

1. Définition
Les herbicides sont des produits faisant partie de la famille des pesticides, substance

élaborées afin de contréler ou détruire des organismes jugés indésirables.

Le premier herbicide synthétique 1’acide 2,4dichlorophénoxyacétique fut congu en
1945. A partir de ce moment, plusieurs substances chimiques furent développées telles les
triazines (1955) et les chloroacetamides (1956) (Edelahi, 2004).
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Tableau 3 : Principaux groupes d’herbicides (Document d’aide technique pour les
normes directives et objectif associés a la qualité de I’eau potable en Ontario, 2003 ;

El Azzouzi, 2013)

Selon la voie de pénétration
Herbicides a pénétration par les
organes souterrains

** |Is sont appliqués sur le sol, ils
pénétrent par les organes
souterrains des végétaux (racines,
graines, plantules)

Herbicides a pénétration foliaire
** |ls sont appliqués sur le
feuillage, ils pénétrent par les
organes aériens des Vvégétaux

(feuilles, pétioles, tiges)

Herbicides de contact

** ||s agissent aprées pénétration
plus ou moins profonde dans les
tissus, sans aucune migration
d'un organe a un autre de la

plante traitée

Herbicides systémiques

** Ces herbicides capables d'agir
aprés peénétration et migration
d'un organe a un autre de la

plante traitée

Selon le mode d’action

Inhibition de la photosynthese

Inhibition de la synthése des
lipides

Inhibition de la synthése des
acides amines

Perturbationde la régulation
de I’auxine

Inhibiteur de la division
cellulaire

Inhibiteur de synthese des
caroténoides

Inhibiteur de synthese des
chlorophylles découplant

Perturbateurs de croissance

Selon les propriétés physico-chimiques

Les triazines

**Ungroupe présente une structure cyclique.
** Ce sont, en général, peu solubles dans
I’eau,ils possedent une grande stabilité chimique
et sont assez fortement adsorbées sur le
complexe argilo-humique

Les acétamides

L’alachlore et le métolachlore. sont trés
similaires chimiquement du fait d’un
groupement commun N-COCH,ClI et ils
présentent une forte solubilité dans 1’eau et une

pression de vapeur plutét élevée

Les aryloxyacideslls sont constituées d’un

noyau benzénique, naphténique ou

anthracénique

Les urées.

Ils sont thermosensibles et sont facilement
dégradées en isocyanates. Les urées sont assez
persistantes et se retrouvent assez souvent dans

les eaux.

Les toluidines.

** |Is sont fortement adsorbés dans le sol.
** Sa demi-vie par évaporation a partir des
surfaces de sol humide ou des eaux peu

profondes varie de quelques heures a 50 heures.
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Dans les années 70-80, de nouvelles familles d’herbicides a faible dose d’application
se sont développées, comme les sulfonylurées et les phosphonates (ayant des propriétés
fongicides et herbicides) (Fdil, 2004).

Aujourd’hui on compte plus de 30 000 types de mauvaises herbes dans le monde et
plus de 200 groupes d’herbicides permettant de les controler. Les herbicides représentent
60% des ventes totales mondiales de pesticides et 90% de ces produits sont utilisé en
agriculture (Edelahi, 2004)

Ayant pour finalité la destruction des mauvaises herbes, les herbicides présentent
¢également des risques pour I’environnement et la santé humaine Il est donc important d’en
contréler son utilisation ainsi que sa commercialisation (Gouvernement du Québec,
2002b).

2. Classification des herbicides

Plusieurs classifications des herbicides sont possibles. On se base sur leur formule
chimique, sur leur cible, sur leur formulation, sur les symptomes qu’ils occasionnent aux
mauvaises herbes (tableau 3). Il n’existe pas de classification idéale, mais certaines

peuvent étre mieux appropriées a tel ou tel but (Gauvrit, 1996).

IV. Les Herbicides Sulfonylureés

1. Historique

La famille des sulfonylurées est composée d’une vingtaine d’herbicides développés

principalement par Du Pont (Brown et Cotterman, 1994).

Les propriétes herbicides des sulfonylurées ont été rapportées pour la premiére fois en
1966 par Koog avec le composé | dérivé de la Propazine. L’activité de I était trés similaire
a celle de la molécule mere (Propazine) (Hay,1990). Au début des années 70, Levitt nota
que la sulfonylurée 11, dérivée du 4-Cyanoaniline avait une faible action sur la croissance

des plantes.
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Figure 2 : Structure générale des sulfonylurées (Beyert et al.,1988)

e Groupements R activants : CO,CHgs; NO,; F; Cl; Br; SO,CHgs; SCHg;
SO,ZN(CHg)z; CF3;CH3; CHzOCHg; OCFg.
e Groupements non activant : COOH; OH; X=CHs; Y=0CHg.
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La modification de I’'un des deux phényles du composéll ne permit pas d’aboutir a
I’activité souhaitée. Ce n’est qu’en 1975 que Levitt a pu synthétiser la sulfonylurée Il en
substituant la cyanoaniline par 1’aminopyrimidine. Une action herbicide considérable fut
des lors observée (2 kg ha-1). C’est ainsi qu’un large programme de recherche dans

I’histoire des produits phytosanitaires commenca (Hay, 1990).

La structure générale des sulfonylurées (figure2) est composée de trois éléments : une
partie aryle (sauf pour 1’amidonsulfuron), le pont sulfonylurée et un hétérocycle (qui est
une triazine chez les premieres sulfonylurées). Les variations portent presque toujours sur

la partie aryle et sur I’hétérocycle (gauvrit, 1996).

Le premier herbicide sulfonylurée commercialisé fut le chlorsulfuron en 1981 (Brown
et Cotterman, 1994).

2. Propriétés physico-chimiques des sulfonylurées

Les sulfonylurées sont des composés non volatils avec des pressions de vapeur
inférieures & 10mm Hg (Blair et Martin,1988). Elles présentent une solubilité dans
I’eau variable en fonction du pH, du fait qu’elles sont des acides faibles, 1’hydrogéne
échangeable est porté par 1’azote proche de la fonction sulfonyle. En solution dans I’eau,
elles peuvent exister sous deux formes, la forme neutre et la forme anionique résultant de

la perte de cet ion hydrogene (Gauvrit, 1996).

3. Mode d’action

Le fait que la plupart des sulfonylurées sont a I’état dissous dans la cuve du
pulvérisateur est favorable a leur pénétration par les organes aériens : généralement plus de
50% de la quantité appliquée pénétre dans le végétale. Pour celles qui présentent une
certaine persistance dans le sol (triasulfuron, chlorsulfuron, metsulfuron méthyle), la

pénétration par les racines intervient également (Gauvrit, 1996).

Les sulfonylurées se déplacant dans les végétaux en suivant a la fois la séve brute et la
seve élaborée (Gauvrit, 1996), ce sont des inhibiteurs de 1’acétolactate synthese (ALS),
une enzyme végétale impliquée dans la synthese de trois acides aminés : la leucine,

I’isoleucine et la valine. L’inhibition de I’enzyme par ces herbicides stoppela synthese de

12
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Figure 3 : La structure moléculaire du sulfosulfuron (Yael et al., 2003)



Syntheése bibliographique

ces trois acides aminés indispensables au développement de la plante et provoqueun arrét

de sa croissance, puis sa mort (Delabays et al., 2006).

4. Le comportement dans le sol

L’hydrolyse a évidemment plus d’importance dans le sol; la dégradation des
sulfonylurées y est le résultat d’une attaque chimique et d’une dégradation microbienne.
Cette derniére contribue a la majeure part de la disparition de I’herbicide a pHalcalin
puisque I’hydrolyse est lente. Leur rémanence, notable pour le triasulfuron, ainsi que pour

le chlorsulfuron et le metsulfuron, est limitée par les facteurs suivants :

» Une humidité et une température du sol élevées
» Un caractere acide

> Un faible taux de matiéres organiques

» Une texture légere.

Les conditions opposées favorisent la rémanence (Gauvrit, 1996).

V. Le sulfosulfuron

1. Généralités
Le sulfosulfuron appartient a la famille des herbicides du type sulfonylurées,

largement utilisés dans le monde entier pour réprimer les latifoliées et les graminées

adventices dans diverses cultures, notamment les céréales et le mais (figure 3).

Essentiellement, le sulfosulfuron, a I’instar de tous les herbicides du type
sulfonylurées, agit en inhibant I’acétolactate synthase (ALS). Cette enzyme est essentielle
a la synthese des acides aminés aliphatiques(Agence de réglementation de la lutte

antiparasitaire, 1999).

Le sulfosulfuron est un herbicide de la société Monsanto, commercialisé sous forme de
plusieurs formulations commerciales tel que : Outrider, Attribut et 1’’Apyros. Il se présente
sous forme de granulés a disperser dans 1’eau et contenant 76.53% de matiére active

(khelifa et al., 2003).
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Tableau 4: Les propriétés physiques et chimiques du sulfosulfuron (California

department of pesticide regulation, 2008)

Propriétés physico-chimique Valeurs

H

Couleur Blanc cassé

H

Odeur Aucune

H

Point d’ébullition 334°C

|
N

Solubilité Soluble dans : méthyléne chlorique, acétone, éthyle
acétate

Pression du vapeur <1x 10" mm Hg a 25°C

Tableau 5 : La toxicité du sulfosulfuron (California department of pesticide
regulation, 2008)

Type d’étude Les valeurs de Catégories de toxicité
toxicité
Toxicité dermlque LD > 5000mg/Kg

Irritation primaire des yeux

Sensibilité dermique Ce n’est pas un sensitif
dermique
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2. Propriétés physico-chimiques

e Les propriétés physico-chimiques du sulfosulfuron sont présentées par California

departement of pesticides regulation dans le tableau 4.

3. Toxicité du sulfosulfuron

e Les types, les valeurs et les catégories de toxicité du sulfosulfuron sont présentées

par California departement of pesticides regulation dans le tableau 5

4. Rémanence du sulfosulfuron dans le sol

Les études sur la biotransformation effectuées au laboratoire sur des sols des Etats-Unis
ont rapporté une accumulation maximale de 1’herbicide correspondant a 21% de la quantité
appliguée. Toutefois, les études sur les sols du Canada indiquent que le sulfosulfuron est

Iégerement a modérément rémanent dans le sol.

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

réglementation de la lutte antiparasitaire, 1999).

VI. L’APYROS (Matiére active : Sulfosulfuron)

L’herbicide Apyros est commercialisé sous plusieurs formulations commerciales

parmi lesquelles I’ Apyros qui est largement utilisé en Algérie.

1. Propriétés Générales

Sulfosulfuron :750 g / kg

CHPPUA N° 99.877.855

Emballage Flacon de 53 g

APYROS est un produit :MONSANTO

Utilisation du produit : herbicide (Monsanto Europe N.V, 2014) (Annexe 3).
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Tableau 6 : Propriétés physico-chimiques de 1I’Apyros (Monsato Europe N.V,
2014).

Couleur / gamme de couleurs Blanchatre

Forme Granulés, (fluide)

Propriétés explosives Pas de Propriétés explosives

Densité 0,550 g/ cm

pH 5,5 ; 109/l

Tableau 7 : La composition de I’ Apyros (Monsato Europe N.V, 2014)

Composants % pondéraux (approximatif)

Principe actif 1-(4,6-diméthoxypyrimidin-2-yl)-3
(ethylsulfonylimidaso(1,2-a)pyridine-3-ylsulfonyl)-
urée
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2. Propriétés physico-chimiques

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

Les propriétés physico-chimiques de I’ Apyros sont représentées dans le tableau 6

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

peuvent varier d’un échantillon a 1’autre.
3. Composition, usage et dose de I’Apyros

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

e Lacomposition de I’ Apyros est présenté dans le tableau 7
4. Usage et dose appliqué de I’herbicide Apyros

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

e [L’usage et la dose appliqué de I’ Apyros sont représentés dans le tableau 8

VII. La dégradation des pesticides

La dégradation des pesticides est un des processus clés de leur devenir dans le sol et
les sédiments, et joue un réle majeur dans leur dissipation et leur élimination des milieux
naturels.Elle est due a de nombreuses transformations chimiques qui modifient la
composition et la structure des molécules apportées au sol. Ces modifications peuvent étre
limitées a D’élimination d’un groupe fonctionnel, conduire a divers produits de
transformation et aller jusqu’a la compléte dégradation avec la production de molécules

minérales (minéralisation) (Clavet et al., 2005).
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Tableau8 : Usage et dose appliquée de I’herbicide Apyros (Web site N°2)

Usages homologués Doses
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1. Dégradation abiotique des pesticides

Les transformations abiotiques sont dues a des réactions chimiques qui ne sont pas
catalysées par des systemes enzymatiques. On distingue trois groupes de transformations

chimiques :

Les transformations chimiques dues a la présence en solution d’especes chimiques
particuliéres, telles que : I’eau ou ses produits de dissociation (H" et OH") a I’origine des
réactions d’hydrolyse, des composés oxydants ou réducteurs a 1’origine des réactions

d’oxydoréduction, des composés organiques a 1’origine de réaction de combinaison.

Les transformations chimiques résultant d’interactions avec des surfaces adsorbants, ce

sont des transformations chimiques en phase adsorbée.

Les transformations chimiques résultant de I’action de la lumicre, ce sont les réactions

photochimiques (Clavet et al., 2005).

2. Dégradation biologique des pesticides (la biodégradation)

La biodégradation consiste a décomposer un substrat organique comme, les
hydrocarbures, les solvants, les composés organochlores...etc., par [’action des
microorganismes vivants (bactéries et champignons essentiellement). Elle a lieu dans les
milieux naturels comme les sols, les sédiments et les eaux mais elle peut aussi se produire

dans les organismes végétaux et animaux (Clavet et al., 2005).

Les polluants sont digérés par les microbes et transformés en composés plus simples
non toxiques (Lucas et al., 2008). Diverses bactéries et champignons sont capables de
dégrader a différents degrés, des xénobiotiques dont certains sont totalement oxydés en

CO,, alors que d’autres ne peuvent étre que partiellement dégradés.

En présence d’oxygéne, deux types de biodégradation de composé€s organiques
peuvent avoir lieu: minéralisation ou biotransformation. La biotransformation est une
biodégradation incomplete qui peut transformer un composé en métabolites organiques
stables. Ces derniers peuvent étre inoffensifs ou parfois plus toxiques que le polluant
initial (Kaufmann,2004). La minéralisation est une biodégradation oxydative compléte de
molécules organiques en composés inorganiques (eau, dioxyde de carbone,ions minéraux)
(Alexander,1994).
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La biodégradation est basée sur deux processus : la croissance et le Co- métabolisme
microbien. Dans le cas de croissance, les polluants organiques sont utilisés comme source
de carbone et d’énergie. Le Co-métabolisme est défini comme un métabolisme d’un
compos¢ organique en présence d’un substrat de croissance qui est utilis¢é comme source

primaire de carbone et d’énergie.

3. Les microorganismes impliqués dans la biodégradation

Dans les sols, les champignons, les algues, les protozoaires et les bactéries y sont

impliqués (Clavet et al., 2005).

Parmi les champignons qui jouent le rble dans la décomposition de la matiére
organique et dégradent la cellulose et la lignine des végétaux sont les Mucorales (Mucor,
Mortierella, Rhizopus) et les Deutéromycetes (Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Alternaria et Botrytis) (Maieretal., 2000).

Parmi les bactéries a Gram négatif hétérotrophes, de trés nombreuses espéces 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).

Parmi les bactéries a Gram positif, les actinomycétes jouent un role trés important

dans la biodégradation des matiéres organiques (Tsiko,2007).

VIII. Les actinomycetes : agents de biodégradation dans la nature

1. Généralités

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de Chargaff
(GC%) éleve, saprophytes, largement distribuées dans le sol, I'eau et les plantes, montrant
une diversité chimique et morphologique marquée (Goodfellow et O'Donnell, 1989). Elles
présentent des similitudes avec les eubactéries et les champignons. 1l existe des formes de
transition, mycéliennes typiques et unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée a

former un mycélium ramifié (Mincer et al., 2002).
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Tableau 9 : Fréquence des divers genres d’actinomycétes dans le sol d’aprés 1’étude

de 5000 échantillons issus de 16 sols différents (Lechevalier et Lechevalier, 1967)

Genres Fréquence (%)

Streptomyces 95,34
Nocardia 1,94
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0.14
Streptosporangium 0.10
Actinomadura 0,10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06




Syntheése bibliographique

Lorsqu'il croit sur un substrat solide comme la gélose, le réseau ramifié d’hyphes formé
par les actinomycétes se développent a la fois a la surface du substrat et a l'intérieur de ce
dernier pour former le mycélium végétatif. Des septums divisent habituellement les hyphes
en longue cellules (> 20 pum) contenant plusieurs nucléoides. Parfois, il se forme une masse
qui ressemble a un tissu qui porte le nom du thalle (Basilio, 2003). Le diametre des
filaments des formes mycéliennes est toutefois environ deux fois plus faible (0,5a 1,2 um)
que celui des mycélia de champignons (Mincer et al., 2002).

Les spores d'actinomycetes se développent par septation des extrémités du filament,
habituellement, en réponse a une privation en éléments nutritifs. La plupart ne sont pas
particuliérement résistantes a la chaleur mais supportent bien la dessiccation et ont, de ce

fait, une importante valeur adaptative.

Les actinomycétes ne sont pas mobiles, lorsqu'il y a mobilité, elle est confinée aux

spores flagellées (Basilio, 2003).

2. Physiologie et écologie des actinomycetes

Physiologiquement, les actinomycétes sont des bactéries aérobies mais certaines sont
aérobies facultatives. Ces bactéries sont hétérotrophes ou chimiotrophes mais la plupart
sont des chimio-hétérotrophes capables d’utiliser une grande variété de sources d’énergie y
compris les polyméres complexes (Lechevalier, 1988 ; Zimmerman, 1990), mais
quelques une peuvent étre pathogénes ou symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et
al., 1994).

Les actinomycétes sont retrouvés presque partout dans la nature. lls constituent une
part importante de la microflore tellurique : 10 & 20% ou parfois plus (Dommergues et
Mangenot, 1970 ; Ishizawa et Araragi, 1976). Le genre Streptomyces est celui qui
prédomine généralement dans les sols et divers autres substrats. 1l représente 80 a 95 % du
total des actinomyceétes (Lacey, 1973 ; Elwanet al., 1985). lls produisent des substances
specifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsables de
I’odeur d’humus caractéristique des sols (Omura, 1992 ; Zaitlinet al., 2003).
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Figure 4 : Cycle de développement des Actinomycetes (Streptomyces) sur milieu
solide (Jakimowicz, 2007)



Syntheése bibliographique

Aprés Streptomyces, les genres les plus fréquents sont Nocardiaet Micromonospora
(Dommergues et Mangenot, 1970). Les autres genres ne constituent qu’une fraction

minime et sont parfois peu fréquents ou méme assez rares (Suzuki et al., 1994)(tableau 9).

Comme les autres bactéries du sol, les actinomycetes se comportent comme des
bactéries mésophiles avec croissance optimale située entre 25 et 30°C (Edwards, 1993), et
dans une gamme de pH 5,0 & 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et
Wellington, 1982a ; Goodfellow et Williams, 1983).

Toutefois, il existe des souches thermophiles isolées a une température située entre 50°
et 60 °C (Edwards, 1993).

3. Cycle de développement

Les actinomycetes possedent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique
qui ressemble a celui de certains champignons (Larpent et Sanglier, 1989),il débute par la
germination d’une spore, qui donne naissance a un mycélium primaire formé des hyphes,
qui se ramifie. Le développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle
donne le mycélium "secondaire” ou aérien, les extrémités des hyphes aériens se
différencient pour former des spores, qui sont des agents de dissémination (Kim et al.,
2004 ; Smaoui, 2010) (Figure 4).

4. Classification des actinomycétes

Le phylum Actinomycetes tel qu’il figure dans le Bergey’s Manual (2004) renferme
une seule classe : Actinomyceétes, cette classe est subdivisée en 5 sous classe, 6 ordres, 13
sous ordre (dont 9 appartiennent a I’ordre des Actinomycétales), 41 familles, 193 genres et

pres de 1711 especes.

Tous les membres de cet ordre sont caractérisés par leur grande teneur en G + C %, et

présentent une grande différenciation quant au développement de leur cycle de vie.

L’ordre des Actinomycétales comprend des genres d’une grande variabilité
morphologique, allant de la forme cocci ex. (Micrococcus) a un cycle batonnet-cocci ex.
(Arthorobacter) en passant par ceux formant des hyphes qui se fragmentent ex.
(Nocardia, Rhodococcus) et ceux qui possedent un mycélium persistant et bien différencié
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Figure 5 : Différentes chaines de spores chez les actinomycetes ; spores endogénes

(A) spores exogenes (B) (Breton et al, 1989).
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ex. (Streptomyces, Actinomadura, Micromonospora...etc.) (Oskay et al., 2004 ; Srivibool
et Sukchotiratana, 2006).

Dans le Bergey’smanual (2004), les Streptomycétes représentent ’'un des taxa
appartenant a I’ordre des Actinomycétales qui renferment une diversité de morphotypes,
comprenant des formes unicellulaires sphériques, des hyphes fragmentés et des mycéliums

ramifiés). En effet, la famille Streptomycetaceae comprend 10 genres :

Streptoverticillium, Streptacidiphilus, Microellobosporia, Kitasatospora, Kitasatoa,
Elytrosporangium, Chainia, Actinosporangium, Actinopycnidium et Streptomyces et plus
d’une centaine d’espéces. Cependant, les genres Actinosporangium, Actinopycnidium,
Elytrosporangium, Chainia, Microellobosporia et Kitasatoa, suite a [I’utilisation de
méthodes de biologie moléculaire, notamment, le séquencage de I’ADNr 16S, ont été

assimilés au genre Streptomyces.
5. ldentification des actinomycetes

L’étude des caractéristiques physiologiques, biochimiques et morphologiques,
constituent une approche classique d’identification des actinomycetes. Cette méthode
décrite par Nonomura (1974) dans le Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
s’est révélée tres utile dans 1’identification et la classification des souches notamment les
streptomycetes. Les caractéristiques les plus couramment employées dans cette taxonomie
sont :

** |_a couleur du mycélium aérien (blanc, gris, rouge, vert, bleu ou violet).
** |_a production des pigments mélanoides.
** |_a couleur du mycélium du substrat.
** | a production de pigments solubles (rouge, orange, vert, jaune, bleu ou violet).
**L’assimilation des glucides (arabinose, xylose, inositol, mannitol, fructose,
rhamnose, saccharose, raffinose).
** Morphologie des chaines de spores (Rectiflexibles : RF, Retinaculiaperti : RA ou
spiral : S) (Figure 5).
** Aspect de la surface des spores (lisse, épineuse, velues ou verrugqueuses).

** Présence ou absence de structure particuliére : sporanges, sclérotes...etc.
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Tableau 10 : Clés de détermination des différents genres d’actinomycétes basée sur la

Composition chimique de la paroi (Lechevalier et Lechevalier, 1980).

I LL- D. A. P et glycine Streptomyces

I méso- D. A. P. et glycine Micromonospra
i méso- D. A. P. Actinomadura
v méso-. D. A. P, arabinose et galactose Nocardia

\Y/ lysine et ornithine Actinomyces

VI Lysine Oerskovia

VIl D. A. B et glycine Agromyces

VIl Ornithine Cellulomonas
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L’¢étude de composition chimique de la paroi des actinomycétes constitue un autre
outil de différenciation. Cette méthode connue sous le nom chimio taxonomie, se base sur
I’étude des variations chimiques des organismes et 1’utilisation des critéres chimiques
(marqueurs) sélectionnés dans la classification et I’identification des organismes (Collins
et al., 1985). Les différents groupes d’actinomyceétes sont définis par la présence de I’acide
diaminopimélique qui s’ajoute a certains acides aminés et sucres (ou les deux a la
fois)(Pridham, 1965) (Tableaul0).

L’¢étude physiologique est trés importante pour I’identification des especes. Ils
consistent en des tests de dégradation de nombreuses substances ; des glucides, des lipides
et des protéines, ces critéres physiologiques sont primordiaux dans le cas de la taxonomie
numérique, laquelle est appliquée pour certains genres par de nombreux auteurs
(Goodfellow, 1971 ; Cross et Goodfellow, 1973; Goodfellowet al, 1979).

Cependant, avec la prolifération des espéces, 1’application des méthodes chimiques et
morphologiques s’est avérée insuffisante pour la distinction d’organisme proche ou pour
déterminer un groupement rationnel des genres actinomycétiques (Goodfellowet al.,
1988).Ainsi, plusieurs études ont suggéré 1’utilisation des techniques moléculaires pour la
classification des actinomyceétes, a savoir la détermination du taux d’hybridation
ADN /ADNou ADN/ARN et le séquengage partiel ou total de ’ARN et/ou I’ADN
ribosomaux (Goodfellow et Cross, 1984 ; Kieseret al., 2000).

6. Importance environnementale des actinomycétes.

Les actinomycetes ont un réle important dans les processus de recyclage et de
biodégradation de la matiére organique et des éléments minéraux et contribuent ainsi a la

fertilisation des sols (Goodfellow et al., 1984).

Ils ont un grand pouvoir de transformation des substances organiques complexes
difficilement ou non dégradables par les autres microorganismes, tels que les polymeres
complexes, les polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine...etc. (Lechevalier, 1981 ;
Goodfellow et Williams, 1983).
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Ils sont aussi capables de dégrader certaines toxines produites par des champignons
toxinogénes et réduire aussi leur teneur dans les produits finaux en agro-alimentaire
(Holzapfel et al., 2002). Leur pouvoir antagoniste prononcé leur confére un réle dans la
distribution écologique des microorganismes et dans la lutte biologique contre certains

agents phytopathogénes du sol (Goodfellow et Williams, 1983).
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Matériel et méthodes

Partie 1 : Isolement et purification des actinomycetes a partir d’un sol

agricole traité par ’herbicide Apyros

1. Isolement des actinomycetes

1.1. Prélevement des échantillons

Les échantillons telluriques utilisés dans cette étude ont été prélevés a partir d’un sol
agricole traité par I’herbicide Apyros pendant plusieurs années de la région d’Ain-
Alkarma. Par la méthode de Pochon et Tradieux (1962), aprés avoir écarté les cing
premiers centimetres de sol, une quantité suffisante de terre est prélevée du sol jusqu’a 10
centimétres de profondeur, Puis déposée a I’aide d’une spatule sur une feuille d’aluminium
stérile. Apres un premier tri, écartant les pierres et les débris végétaux, 1’échantillon est
récupéré dans un flacon stérile. Les échantillons sont transportés au laboratoire et sont

immédiatement analysés.

1.2. Mesure du pH des échantillons
Cette mesure est réalisée dés I’arrivée du prélevement au laboratoire. Par la technique
de Pochon et Tradieux (1962), qui consiste a déterminer la valeur du pH d’une

suspension de sol en eau distillée (5g de sol pour 12,5 ml d’eau distillée).

» Herbicide étudié :

L’herbicide étudié au cour de ce travail est ’herbicide Apyros (Sulfosulfuron75%)
sous sa formulation commerciale, qui est largement utilise en Algerie, il est obtenu a partir
des fournisseurs de produits phytosanitaires, c’est un herbicide de la famille des herbicides
sulfonylurées et utilisé dans la lutte contre le brome, ainsi que d’autres adventices

graminées et certaines dicotylédones.

» Sa composition chimique est mentionnée dans la partie bibleographique (tableau 4).

1.3. Méthode d’isolement

Selon Lara et al. (2005), 1g d'échantillon de sol traité par I’herbicide Apyros est dilué

dans 9 ml d’eau distillée stérile, puis agité a haute vitesse. A partir de cette suspension, une
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série de dilutions décimales (de 10 & 10) est effectuée, puis 0,1 ml de chaque dilution est
ensemencé sur milieu Amidon Caséine Agar (SCA) modifié (Annexe 1) additionné de la

polymixine (1 mg /1) et de I’herbicide Apyros a la dose recommandée (0,1 g/ ).

Les solutions d’antibiotique et d’herbicide sont préparées puis stérilisées par filtration
sur membrane type millipore (de 0,45 um de porosité) et sont ajoutées stérilement au
milieu d’isolement refroidi a 45°C. Les boites sont incubées a 28 + 2 °C et observées

quotidiennement pendant une durée de 21 jours.

Selon la méthode Ouhdouch et al. (2001), les colonies des actinomycetes sont repérées
d’apres leur aspect macroscopique caractéristique (colonies dures incrustées dans la
gélose). Puis par leur aspect microscopique (colonies circulaires constituées d’hyphes),
par observation directe sous microscope optique (Leica DMLS) (G x 10).Toutes les
colonies répondant aux caractéristiques macroscopiques et microscopiques des
actinomycetes sont repiquées sur milieu Amidon Caseine Agar modifié et incubées a 28 +
2 °C pendant 7 a 21 jours. La pureté des souches est contrélée par observation

microscopique directe (G x 10).
2. Coloration de Gram

Elle est effectuée selon la méthode classique. Des frottis de colonies répondant aux
caractéristiques macroscopiques et microscopiques des actinomycetes sont prépares,
colorés puis observés sous microscope optique (G x 100). Les colonies Gram positif sont

toutes repiquées sur le milieu Amidon Caséine modifié.

3. Conservation des souches d’actinomycetes isolées

3.1. Sur gélose inclinée

Selon la méthode utilisée par Boughachiche et al. (2005), Les souches sont
ensemencées sur milieu ISP2 (annexe 1), en gélose inclinée, apres incubation a 28 + 2 °C

pendant 21 jours, sont conservées a 4°C. Un repiquage est réalisé tous les deux mois.
3.2. Congelation des cultures sporulées

D’apres Isik et al. (1999), Les souches sont ensemencées sur milieu gélosé ISP2, puis
incubées jusqu’a sporulation, une suspension de spores est préparée par raclage de surface

de la culture puis conservée par congélation a -20 °C en présence de glycérol a 20%.
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4. Préparation des inocula des souches isolées

4.1. Préparation de I’inoculum général

Selon la méthode de Shirling et Gottlieb (1966), Les souches d’actinomycetes testées
sont ensemencées en stries serrées, sur milieu ISP3 (annexe 1) et incubées a 28 + 2 °C
pendant 7 jours. Apres croissance, 20 ml d’eau distillée stérile sont versés dans chaque
boite de Pétri, les colonies sont raclées a I’aide d’un rateau puis récupérées par pipette
Pasteur dans un tube stérile. L’inoculum ainsi récupéré, contenant des fragments de
mycélium et de spores, sert & ensemencer, tous les milieux utilisés, a I’exception du milieu

ISP9 (annexe 1), pour lequel, on utilise I’inoculum lavé.

4.2. Préparation de I’inoculum lavé

D’apres Shirling et Gottlieb (1966), 50 ml du milieu liquide ISP1 (annexe 1) sont
inoculés par cing millilitres de I’inoculum général, et incubés sous agitation (180 tpm) a
28 = 2 °C pendant 48 heures. Aprés I’incubation, la culture est centrifugée a 5000 tpm,
pendant 30 minutes. Le surnageant est écarté et le culot est lavé deux fois a 1’eau distillée
stérile puis repris dans 50 ml d’ecau distillée stérile, cette suspension constitue 1’inoculum
lavé. Pour chaque souche, I’inoculum lavé est préparé de telle maniére a obtenir une

densité optique €gale a 1 pour une longueur d’onde de 600 nm.
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Partie 2 : Mise en évidence de la capacité des actinomyceétes isolées a
tolérer et utiliser I’herbicide Apyros comme seule source de carbone et

d’énergie

5. Etude de la tolérance des actinomycetes isolées a I’herbicide Apyros

Les actinomyceétes isolées et purifiées sont testées, in vitro, pour leur capacité a croitre
en présence de I’herbicide Apyros (sulfosulfuron 75%) a une concentration 10 fois
supérieure a la dose recommandée, selon la méthode de Zakia et al. (2012), les souches
isolées sont ensemencées sur milieu Amidon Caséine Agar modifié supplémenté par
I’herbicide Apyros a une concentration 10 fois la dose recommandée (1g/I). Les boites
sont ensuite incubées a 28 + 2 °C pendant 10 jours. La croissance des Actinomycetes est
estimée par comparaison avec celle obtenue sur milieu Amidon Caséine Agar modifié
exempt d’ Apyros et enregistrée en tant que : nulle(-), faible (+), modérée (++) et abondante

(+++).

6. Etude de la capacité des actinobactéries a croitre en présence de

I’herbicide Apyros comme seule source de carbone et d’énergie

Les souches d’Actinomycétes qui tolérent I’herbicide Apyros, sont testées pour leur
capacité a utiliser ce dernier comme seule source de carbone et d’énergie. Cette étude est
réalisée selon la méthode de Pridham et Gottlieb (1948), sur le milieu ISP9 contenant
I’ Apyros a la dose recommandée (0,1g/ I) comme seule source de carbone et d’énergie, les
boites sont ensemencées en stries a partir de 1’inoculum lavé, puis incubées a 28 + 2°C
pendant 7 jours. L’utilisation de I’ Apyros est appréciée en comparant les cultures avec la
croissance obtenue sur le milieu ISP9 sans source de carbone servant de contrble négatif et

avec le milieu ISP9 additionné de glucose servant de contr6le positif.

7. Etude, in vitro, de cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros par

les souches actinomycetes actives

Les souches capables d’utiliser I’Apyros comme SSCE, sont testées pour leur aptitude

a degrader ce méme herbicide. Selon Lara et al. (2005), 10 ml de I’inoculum lavé de
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chaque souche sont inoculés dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml du milieu
ISP9 liquide additionné de 1’Apyros comme SSCE a une concentration équivalente a la
dose recommandée (100mg/l), puis incubés sous agitation (180 tpm) a 28 + 2 °C, pendant
15 jours a I’abri de la lumiere pour éviter la photodégradation. Toutes les expériences sont

réalisées en double.

Deux contrdles sont réalisés dans les mémes conditions, 1I’un est négatif non inoculer,
pour contrbler la dégradation non biologique de I’herbicide, 1’autre est positif, ne contient
pas I’herbicide, pour contréler la croissance bactérienne en absence de 1’herbicide.

Pour chaque souche, des prélevements périodiques sont effectués a un intervalle de 5
jours, pendant 15 jours.

Pour estimer la croissance bactérienne, la densité optique est mesurée a 600 nm pour

chaque prélevement.

Pour suivre la dégradation de 1I’Apyros, Chaque échantillon est centrifugé a 5000 tpm
pendant 30 min a 4° C. Le surnageant est conservé en 1’absence de la lumiere a -20°C, pour

une analyse chromatographique ultérieure.

7.1. Mesure de la densité bactérienne

La variation de la densité bactérienne au cour des 15 jours d’incubation est déterminée
par spectrophotometre d adsorption moléculaire UV / Visible a une longueur d onde de
600 nm.

7.2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La détermination quantitative du la matiére active de I’ Apyros : sulfosulfuron 75% au
cour du temps d’incubation est réalisée d’aprés Sanjana et al. (2006), par injection des
surnageants filtrés sur membrane millipores (0.22 pm) dans le systeme HPLC dont les
caractéristiques sont les suivantes :

-La phase mobile est un mélange, acétonitrile : eau ultra pure (80 : 20 v/v).
-La colonne d’analyse est une Colonne 180 DS avec une longueur de 25x 0, 46 cm et un
diamétre de 5um.

- Le débit utilisé dans la colonne est de 1ml/mn.
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-La détection est réalisée au moyen d’un détecteurs UV —visible : UV-2075 couplé d’un

ordinateur menés d’un logiciel pour visualisé les signaux enregistrée par le détecteur.

Partie 3 : Caractérisation macroscopique, microscopique,

physiologique et biochimique des actinomycétes actives

8. ldentification présomptive des souches d’actinomycetes actives

8.1. Aspect macroscopique

D’apres Shirling et Gottlieb (1966) et Mocheva et al. (2002) et Oskay et al. (2004),
I’aspect macroscopique (couleur, forme, etc.) des actinomycetes est déterminé par
ensemencement sur les milieux de 1’International Streptomyces Project : ISP2, ISP4, ISP5
(annexe 1), et observé aprés 21 jours d’incubation a 28 £ 2 °C. Les caracteres culturaux

sont observés pendant une semaine.

8.2. Aspect microscopique

L’observation de la morphologie des chaines de spores, du mycélium aérien et du

mycélium du substrat est effectuée selon la technique des lamelles obliques :

Selon la méthode de Williams et Cross (1971) et de Liu et al. (2005), Une partie
d'une colonie isolée est broyée stérilement avec une tige en verre, puis introduite dans 3 a 4
gouttes d'eau distillée et déposée sur une lamelle fermement fixée au milieu ISP2 en faisant
un angle de 45°. Les boites sont ensuite incubées a 28 £ 2 °C. Aprés 7, 14 et 21 jours
d'incubation les lamelles sont retirées puis déposées sur une lame et observées sous

microscope (G x 100).

Le mycélium aérien et celui du substrat sont photographiés a I’aide d’un appareil
photographique numérique de marque Canon Axus 8 x Zoom. Les structures de chaque
isolat sont comparés avec ceux déterminés dans le guide pratique de I’identification

morphologique des actinomycetes (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 1994).

28



Matériel et méthodes

8.3. Tests biochimiques

8.3.1. Utilisation des glucides comme seule source de carbone

Le milieu de base utilisé est I’'ISP9 préconisé par Goodfellow (1971). Les glucides
sont ajoutés au milieu de culture a raison de 1 %. Les lectures se font par comparaison de
la croissance des actinomycetes en présence des glucides ou en leur absence (témoin
négatif).

Le milieu contenant du glucose sert de témoin positif. Les glucides testés comme
seule source de carbone sont les suivants : Arabinose, Inositol, Fructose, Maltose, Xylose,

Galactose, Glucose, Lactose.

8.3.2. Utilisation du citrate comme seule source de carbone

La pente du milieu de citrate de Simmons (Annexe 1) est ensemencée selon une strie
longitudinale au moyen d’une anse de platine avec I’inoculum lavé des souches actives.
L’incubation s’effectue a 28 = 2 °C. L’observation de la croissance se fait

quotidiennement durant une semaine (Camille, 2007).
8.3.3. Utilisation du Glucose, Lactose et saccharose et la production de ’H2S

La pente du milieu TSI (Annexe 1) est ensemencée par des stries et le culot par piqure
avec I’inoculum lavé des souches actives. Apres incubation a 28 + 2 °C. La lecture est
faite au niveau du culot pour le glucose et au niveau de la pente pour le lactose et le
saccharose. L’utilisation des sucres est traduite par un virage de couleur du milieu vers le
jaune. Dans le cas ou le dégagement d’H2S, un noircissement est provoqué dans le culot

(Smriti et al., 2012).

8.3.4. Utilisation des sources azotées

8.3.4.1. Laréduction des nitrates

10 ml de bouillon nutritif (ISP2) contenant 0,1% de nitrate de potassium sont
ensemenceés et incubés a 28 + 2 °C. Aux 5™, 10°™ et 14°™ jours d'incubation, 3 gouttes
de chacun des réactifs de Griess I et Il (Annexe 2) sont ajoutées a 1 ml de culture. La

réduction des nitrates en nitrites est mise en évidence par l'apparition d'une coloration
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rouge. En l'absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont
alors ajoutés. Selon Gordon et Smith (1953), s'il y a:
» Apparition de la coloration rouge: les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la
souche (resultat négatif).
> Absence de coloration: les nitrates sont réduits au-dela du stade des nitrites
(résultat positif).

8.3.4.2. Recherche de ’uréase

4.5 ml d’eau physiologique (Annexe 2) contenant 4 gouttes du milieu Urée-indole sont
ensemencés par 0.5 ml de chaque souche. La lecture est effectuée aprés incubation a 28 +
2 °C pendant 24 heures :

» Si la couleur du milieu vire vers le rouge donc Uréase positive.

» Si la couleur du milieu reste jaune donc Uréase négative (Camille, 2007).

8.3.4.3. Recherche de la production d’indole

4,5 ml d’eau physiologique contenant 4 gouttes du milieu Urée-indole (annexe 1) sont
ensemencés par 0,5 ml de chaque souche. La lecture est effectuée apres incubation a 28 +
2 °C pendant 24 heures. Selon Smriti et al. (2012), 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs
(Annexe 2) sont ajoutées a 1 ml de la culture. Une réaction positive se traduit par

I’apparition d’un anneau rouge vermillon & la surface.

8.4. Tests physiologiques
8.4.1. Détermination des Pigments mélanoides

Selon la méthode de Shirling et Gottlieb (1966) et de Mocheva et al. (2002), Les
milieux gélosés ISP6 et ISP7 (annexe 1) sont ensemencés pour mettre en évidence la
production de pigments mélanoides produits par les actinomycetes. Un tube non
ensemencé sert de témoin. L'observation de la couleur brune noire caractéristique des
pigments mélanoides se fait au 2°™ jour et au 4°™ jour, en comparant les tubes ensemencés

avec le tétmoin. L’incubation des tubes est faite 4 28 + 2 °C.
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8.4.2. Hydrolyse de I’amidon

Ce test est réalisé sur milieu nutritif gélosé (Annexe 1) contenant 1% d’amidon
soluble selon la méthode de Gordon et Smith (1953). Apreés 14 jours d’incubation a 28 +
2 °C, la gélose est recouverte d’une solution de lugol. L’hydrolyse est ainsi mise en
évidence par I’absence de coloration autour des colonies. A I’inverse, les zones contenant

de ’amidon se colorent en brun.

8.4.3. Hydrolyse de la gélatine

Selon la méthode de Williams et Cross (1971), les souches sont ensemencées sur
gélose nutritive contenant 0.4% de gélatine, puis incubées 14 jours a 28 + 2 °C. Les zones
ou la gélatine n’est pas dégradée s’opacifient lorsqu’une solution de chlorure mercurique a
15% est reversée sur la gélose. Les zones claires correspondent aux zones d’hydrolyse de

la gélatine.
8.4.4. Hydrolyse de la caséine

L’hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de Williams et Cross (1971),
et de Gordon et Smith (1953) sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écréme.
L’apparition de zone claire autour des colonies, aprés 14 jours d’incubation, a 28 + 2 °C

témoigne de I’hydrolyse de la caséine.
8.4.5. Action sur le lait écrémé

Selon la méthode de Williams et Cross (1971), des tubes contenant une solution de
lait écrémé (Annexe 2) en poudre a 10% dans I’eau distillée sont ensemencés et incubés a
28 £ 2 °C. Des observations régulieres, pendant 14 jours, permettent de noter la

coagulation ou peptonisation du lait provoquée par les souches.
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1. Isolement des actinomycetes

1.1. Caractéristiques et pH de I’échantillon

L’échantillon tellurique est constitué d’un sol argileux, riche en humus, de couleur

marron foncé a noir, de pH alcalin (8,22).
1.2. Dénombrement et purification des actinomycétes isolées

Au bout de 7 jours d’incubation a 28°C, les actinomycetes apparaissent sous forme de
colonies dures incrustées dans la gélose, et se developpent lentement sur le milieu Amidon

Caséine modifié additionné de 1’herbicide Apyros et de la polymixine.

A partir du milieu sélectif utilisé, 18colonies d’actinomycétes ont été prélevées, elles
sont repérées d’apres leur aspect macroscopique (colonies dures incrustées dans la gélose)

et leur aspect microscopique (aspect filamenteux a coloration de Gram positive).

En effet, les actinomycetes sont considérés comme le groupe microbien majeur de la
population tellurique et sont largement distribuées dans les sols (Kuster et Williams,
1964). Elles se développent trés lentement, avec un temps de génération relativement long,
par rapport a la plupart des bactéries et des champignons, leur croissance sera donc
masquée sur des milieux de culture ordinaires (Ottow et Glathe, 1968), pour cela, les
milieux d’isolement doivent étre destinés a favoriser leur développement et inhiber les

autres microorganismes (Hayakawa, 2008).

La présence dans le milieu d’isolement, de la chitine, de I’amidon, du glycérol, de
I’arginine, de 1’asparagine, de la caséine et des nitrates conduit & un isolement sélectif des
actinomycetes alors que les bactéries et les champignons poussent faiblement (Williams et
Davies, 1965).

Dans cette étude, le milieu Amidon-Caséine a été utilisé, il contient des substrats
sélectifs pour la croissance des actinomycetes (I’amidon et la caséine) et il est utilisé dans
de nombreux travaux d’isolement d’actinomycétes a partir des écosystémes varies.
Williams et Davies (1965) ont utilisé ce milieu pour un isolement sélectif des
actinomycetes de sol. De méme Hagedorn (1976) a pu isoler une variété de Streptomyces
a partir de sols arides. Suzuki (2001) a utilisé ce milieu pour I’isolement des actinomycétes
appartenant aux genres rares comme Actinomonospora, Actinopolyspara, Planomonospora

et Planobispora. Ce milieu a été egalement utilisé par Benimeli et al. (2003) pour
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Tableau 11 : Tolérance des souches d’actinobactéries du 1% lot a ’herbicide Apyros.

Souches Croissance en
d’actinobactéries présencede 1 g/l
d’Apyros

G2 ++

G4 ++

G6 +++

|

G8 +++

G10 ++

G12 ++

G14 ++

G16 ++

G18 ++
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I’isolement des actinomycétes a partir des eaux usées contaminées par les pesticides
organochlorés, ainsi que par Lara et al. (2005) pour I’isolement des actinomycétes
résistants a 1’herbicide Alachlor additionné au milieu Amidon Caséine a des concentrations
ascendantes.

Les actinomycétes sont souvent en interaction compétitive avec d’autres
microorganismes du sol (Hayakawa, 2008), plusieurs techniques ont éte utilisees pour leur
isolement sélectif, elles reposent essentiellement sur le traitement a la chaleur des
échantillons et I’addition aux milieux d’isolement des substances inhibitrices, stoppant la

croissance des germes envahisseurs (Larpent et Sanglier, 1989 ; Hilali et al., 2002).

Pour empécher 1I’envahissement des champignons et des bactéries a Gram négatif, une
mixture de propionate de sodium (4 g/l) et de polymixine (1mg/L) est ajoutée au milieu
Amidon Caséine. Selon Takizawa et al. (1993), I’addition d’antifongiques et
d’antibactériens contre les bactéries a coloration de Gram négative, aux milieux de culture

entraine une augmentation du nombre de bactéries actinomycétales isolées.

Le développement des bactéries a coloration de Gram positive comme les bactéries du
genre Bacillus, est un probléme délicat lors de I’isolement des actinomycétes parce
qu’elles forment des plages rendant toute observation ou purification des souches isolées
tres difficile.

L’utilisation de I’antibiotique anti-gram positif permit de réduire, de facon
considérable, le nombre de ces bactéries, mais ces antibiotiques ont des effets indésirables
sur la croissance des actinomycétes qui appartiennent au groupe des Gram positive
(Kitouni, 2007).

L’ajout de I’herbicide Apyros (0,1 g/l) au milieu d’isolement, permit 1’isolement

sélectif des actinomyceétes résistants a cet herbicide.

2. Etude de la tolérance des souches d’actinomycétes a forte

concentration de I’herbicide Apyros

L’étude de la tolérance a forte concentration de I’herbicide Apyros a été faite sur 2 lots
de souches d’actinomycétes, le premier lot comprend les18 souches isolées, le 2°™ lot
comprend 50 souches aimablement fournies par Mme Zermane. F (enseignante attaché au

laboratoire de Génie microbiologique et applications).
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Tableau 12 : Tolérance des souches d’actinobactéries du 2°™ lot a I’herbicide Apyros

Souches Croissance en Souches Croissance en
d’actinobactéries présence de 1 g/L d’actinobactéries présence de 1 g/L
d’Apyros d’Apyros

(+++) : Bonne croissance, (++) : croissance modérée, (+) : croissance faible,

(-) : pas de croissance.
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En premier temps, les souches d’actinomycétes dul®et du 2°™ lot sont testées, pour
leur tolérance vis a vis a I’herbicide Apyros, a une concentration 10 fois plus grande que la

dose recommandée (1 g/ I).

Cette ¢tude est réalisée selon une méthode qui repose sur I’appréciation de la
croissance développée ou non, sur le milieu Amidon Caséine modifié, en présence de
I’herbicide Apyros a forte concentration (10 supérieur que la dose recommandée), en le

comparant avec celle obtenue sur le méme milieu sans Apyros.

Parmi les 18 souches de 1% lot ,trois souches (G6,G8,G9) présentent une bonne
croissance et 15 souches (G1, G2, G3, G4, G5, G7, G10, G11, G12, G13, G14, G15, G16,

G17, G18) présentent une croissance modeérée, sur le milieu de tolérance (tableaull).

Parmi les 50 souches du 2°™ lot, 2 souches (Al et A12) présentent une bonne
croissance sur le milieu de tolérance, 15 souches (A+, A8, A5, B12, B104, S+, S1, S30,
S63, S66, S105, S108, S118, S151, S151+) présentent une croissance modérée, 6 souches
(A7, A10, S14, S15, S35, S37) présentent une croissance faible, et 27souches (A3, A9,
All, All+, A104, B11, B11+, B12+, S2, S9, S10, S11, S12, S13, S3, S4, S16, S18, S34,
S42, S44, S73, S100, S101, S102, S104, S138) ne tolérent pas une forte concentration de
1I’herbicide Apyros dans le milieu (tableau 12).

De nombreuses étude sont montré la résistance de souches d’actinomycetes isolées de

différentes rhizosphéres contaminées par de nombreux herbicides :

Zaki et al. (2012) ont etudié la tolérance de 100 souches d’actinomycétes isolées de
différentes rhizospheres contaminées par 2 herbicides, Basta (Glufosinate) et Sencor
(Metribuzine), ils ont trouvé que 70 parmi les 100 isolats testées peuvent pousser sur la
dose recommandée de Sencor (0,75 g/ 1), alors que 24 seulement présentent une bonne
croissance sur le méme herbicide, 10 fois plus concentré que la dose recommandée. Pour
I’herbicide Basta, 38 parmi les 100 isolats poussent sur la dose recommandée (2g/l) et 18

seulement présentent une croissance modérée sur 20 g/ | de cet herbicide.

Lara et al. (2005) ont testé la tolérance de 53 actinomycetes isolées d’un sol
contaminé par I’herbicide Alachlor, ils ont trouvés que 16 sur 53 actinomycetes testées
croissent sur 1’Alachlor a des fortes concentrations (720 mg/l), ces dernier souches sont

sélectionnées pour des tests de dégradation de méme herbicide.
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Tableau 13 : Capacité des souches tolérantes a utiliser I’herbicide Apyros comme seule

source de carbone et d’énergie.

Les souches Al | Al12 A5 | A+ | A8 G6 | G8 G9 | G10 | G13
Croissance sur ++  ++ |+ ++ |+ + + ++

milieu ISP9+ + + = -
Apyros (SCE)

(+++): Bonne croissance, (++): Croissance modérée, (-): Croissance faible.

Al2

‘-.--— - ——

- o
.---ﬁ_-..‘

———__.‘ B

-..-w.“-

Figure 6 : Croissance des souches Al et A12 sur le milieu ISP9 additioné de I’herbicide

Apyros comme SSCE
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3. L’étude de la capacité des souches tolérantes a utiliser I’herbicide

Apyros comme SSCE

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

blanc Trameteshirsutus accumule 1’herbicide Lindane sans le dégrader.

Pour cela, les souches d’actinomycétes tolérantes sont soumises a un deuxiéme test,
elles sont ensemencées sur le milieu ISP 9 contenant I’herbicide Apyros comme seule
source de carbone et d’énergie, la dégradation ou non de I’Apyros est appréciée en
comparant la croissance avec celle obtenu sur le milieu ISP 9 additionné de glucose
(controle positif) et celle obtenu sur le milieu ISP 9 sans aucune source de carbone

(contrdle négatif).

Dix souches d’actinomycétes reconnues pour leur bonne tolérance a 1’ Apyros sont
criblées & partir du 1% et 2™ lot, pour étudier leur capacité a utiliser I’Apyros comme

seule source de carbone et d’énergie.

Sur les dix souches d’actinomycétes testées, seulement les deux souches Al et Al12
présentent une bonne croissance sur le milieu ISP9 contenant I’herbicide Apyros comme
seule source de carbone et d’énergie, les souches A5, A+ et G9présentent une croissance
modérée, et une faible croissance est observée pour les souches A8, G6 et G8 tandis que

les souches G10 et G13 sont incapables d’utiliser I’ Apyros comme SSCE (tableau 13).

D’aprés les résultats obtenus, seules les souches (Al et Al2) ayant une bonne
croissance sur le milieu de tolérance, sont capables d’utiliser 1’herbicide Apyros comme

seule source de carbone et d’énergie.

4. Etude, in vitro, de la cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros

par les souches actinomycetes actives

Dans nos conditions expérimentales, le standard de 1’herbicide étudié (Sulfosulfuron

75%) a un temps de rétention qui correspond a 1.9 min (Figure 7).

Les résultats de I’analyse par chromatographie a haute performance en phase liquide,
révelent une dégradation progressive du produit au cours du temps: apres 5 jours

d’incubation, la concentration du Sulfosulfuron, varie de 75 mg/l a 2,43 mg/l pour la
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Tableau 14: Diminution des aires des pics du Sulfosulfuron en fonction du temps

Standard Apres 5 Apreés 10 Apres 15
jours jours jours
(31/05/2015) | (04/06/2015) | (09/06/2015)
3, 25% 2.80% 1,63%
Al 91,16%
3,73% 1,63% 0,81%
Al2

[—herbicide3 - CH1,

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
i in

20 22 24 26 28 30 32
Retention Time [min]

00 02 04 06 08 1,0 12 14 16 18
Retention Time [min]

Figure 8 chromatogramme  montrant la
dégradation de la molécule active sulfosulfuron (pic
N°2) par la souche Al aprés 15 jours (aire=1.63%)
et la production des métabolites (pics N° 3, 4, 5).

Figure 7 : Chromatogramme du standart de
I’herbicide Apyros (100mg/l), la molécule
active sulfosulfuron correspond au pic N°2 (aire
=91.16%, Rt=1.90).

[——herbicide3 - CH1|

Intensity [pV]

g

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Retention Time [min]

00 02 04 06 08 10 12

Figure 9 chromatogramme montrant la
dégradation de la  molécule active
sulfosulfuron (pic N°1) par la souche Al2
apres 15 jours (aire=0,811%) et la production
des métabolites (pics N° 2, 3, 4, 5).
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souche Al et a 2,79 mg/l pour la souche A12. A partir du 5°™ jour, les taux de diminution

éme

devient faibles, jusqu’au 15
de 1,22 mg/l pour Al (Figure 8) et 0,60 mg/l pour A12 (Figure 9).

jour ou la concentration du sulfosulfuron atteint une valeur

Plusieurs genres et espéces de la famille des actinomycetes sont impliqués dans la

biodégradation des xénobiotiques, parmi eux les herbicides :

Triazine et Simazine (Shelton et al., 1996), Alachlor (Lara et al., 2005), Fenoxaprop-ethyl
(Ying etal., 2011).

Romesser et al. (1986) révéelent, que Streptomyces griseolus métabolisent plusieurs
herbicides de la famille sulfonylurée, via I’hydrolisation de group phenyl, ainsi que
Minghua et al. (2011) qui ont étudié la capacité d’un actinomycete appartenant au genre

Rhodococcus a dégrader un herbicide sulfonyluré qui est le bensulfuron-methyl

L’analyse par chromatographie a haute performance en phase liquide a permit aussi de
détecter plusieurs pics, dont les temps de rétention sont différents a celui du sulfosulfuron
(Rt= 1,90), ces pics correspond aux meétabolites qui résultent de la dégradation de
I’herbicide étudi¢ (Figure 8 ; 9).

L’augmentation des aires des pics de ces métabolites est proportionnelle a la
diminution de I’aire de pic du sulfosulfuron, selon Chandran et al. (2013), le métabolite

majeur du sulfosulfuron est L’aminopyrimidine.

Des résultats similaires sont obtenus lors d’une étude de la biodégradation de deux
herbicides qui appartient a la famille des sulfonylurées (chlorsulfuron et metsulfuron),
réalisée par Boschin et al. (2003), ou deux métabolites microbiens sont produits par le
clivage du pont des sulfonylurées. Ces métabolites sont identifiés par une comparaison

avec leurs standards.

La diminution de la concentration du sulfosulfuron s’accompagne avec une
augmentation de 1’absorbance microbienne de 0,03 pour les deux souches dans le jour O,
puis varie, pour la souche A12 de 0,142 dans le 5°™ jour jusqu’a 0,302 dans le 15°™ jour
(figurell). Pour la souche A1, I’absorbance décroit de 0,074 a 0,057 dans une période des
premiers 5 jours, mais augmente une autre fois pour atteindre la valeur de 0,069 dans le

15°™ jour (figure 10). Ce décroissement est du, peut-étre a une erreur technique, car les
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Tableau 15: Diminution de la concentration du Sulfosulfuron (mg/L) en fonction du temps

Standard Apres 5 jours | Apres 10 jours | Apreés 15 jours
(31/05/2015) (04/06/2015) (09/06/2015)
2,43 2.1 1,22
Al 75
2,79 1,22 0,6
Al2
Souche Al
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Figure 10 : Cinétique de dégradation du Sulfosulfuronpar la souche Al
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Figure 11 : Cinétique de dégradation du Sulfosulfuronpar la souche A12
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Figure 12 : Comparaison de la biodégradation du Sulfosulfuron par Al et A12

Tableau 16 : Absorbance des souches Al et A12 en fonction du temps

Jour 0 Aprés 5 jrs Apres 10 jrs Apres 15 jrs
(31/05) (4/06) (9/06)
Al 0,074 0,057 0,069
0,03
Al2 0,142 0,160 0,302
Absorbance des souches Al et A12
0,40 -
0,35 -
0,30 -
80,25 -
% 0,20 7 g1
§ 0,15 -
010 - =-A12
0,05 -
0,00
5 10 15
Temps (jours)

Figure 13 : Comparaison de 1’absorbance des souches A1l et A12 en fonction du temps
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Tableau 17 : Caractéres culturaux des souches (Al et Al12)

Mycélium | Gris blanchatre |  Gris clair Gris
| Iaire

pigmentaton ——_

L

Croissance

ISP2 ISP4 ISP5

| | |
wyedlom 11T Bege | Bege | Roe |
| |

Pigmentation Pigmentation non diffusible
orangé

Al2

Croissance ++ ++ A

(+++): Bonne croissance, (++): Croissance modérée, (-): Croissance faible
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mesures de I’absorbance de chaque prélevement sont réalisées avec des spectrophomeétres

différents.

L’augmentation de 1’absorbance est due a une augmentation de la croissance
microbienne dans le milieu, qui n’est pas le cas dans le contréle sans herbicide ou la
densité optique est en diminution progressive, ce qui indique que les deux souches (Al et
Al12), utilisent le sulfosulfuron comme seule source de carbone et d’énergie pour leur

croissance,

Il est remarquable qu’a partir du 5éme jour, le taux de dégradation du sulfosulfuron
par la souche A12 est plus grand que celui de la souche Al (figure 12). La méme remarque
pour les valeurs de I’absorbance d’A12 qui sont plus grand que celui d’Al (figure 13).
Cela, signifie que la souche Al12 est plus performante que la souche Al pour la
dégradation du sulfosulfuron, ainsi, elle peut étre utilisée dans la bioremédiation des sols
contaminé par cet herbicide.

5. ldentification présomptive des souches actives d’actinomycétes

L’étude des caractéristiques morphologiques, macroscopiques et microscopiques des
souches d’actinomycétes est largement utilisée pour caractériser les genres des

actinomycetes.

Les criteres de détermination que nous avons utilisés sont essentiellement ceux de la
classification (Taxonomie Outline of the procaryotes, Bergey’s Mannual of Systematic
Bacteriology, 2004).

5.1. Caractéres culturaux

Apreés I’ensemencement des souches (Al et A12) sur les milieux de culture ISP2, ISP4
et ISP5, des colonies d’actinomycetes incrustees dans la gélose, apparaissent au bout de 5

jours d’incubation a 28°C, leurs caractéres culturaux sont rassemblés dans le tableau 17.

Les deux souches se développent sur les milieux utilisés avec différents degrés de
croissance allant d’une croissance faible a une croissance abondante, formant des colonies
typiques des bactéries appartenant a la classe des actinomycétes (rondes et de contours

réguliers).
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Figurel4: Caracteres culturaux de la souche Al et A12 sur les milieux ISP :
(aetd):ISP5, (bete): ISP4, (cetf): ISP2.
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> Pour la souche Al

Sur le milieu ISP2, la surface des colonies est poudreuse. Apres maturation, La souche

développe une masse sporale de couleur blanchatre, il n’y a pas production de pigments
diffusibles.

A la surface du milieu ISP4, la souche Al forme des colonies cotonneuses de couleur
grise au centre et blanche aux bords. Il n’y a pas de production des pigments diffusibles.

A la surface du milieu ISP5, la souche Al forme des colonies poudreuse, lisse,
Iégerement bombées, de petites tailles en comparaison avec celles qui apparaissent sur les

milieux ISP2 et ISP4. Il n’y a pas de production des pigments diffusibles (figure 14).

> Pour la souche A12

Sur les trois milieux de culture ISP2, ISP4 et ISP5, la souche A12 forme des colonies

bien incrustées dans la gélose et surélevées en pic.

Sur le milieu ISP2, les colonies sont poudreuses de couleur grise au centre, blanche aux
bords, I’envers des colonies est jaune a marron. Il n’y a pas de production des pigments
diffusibles.

Sur le milieu ISP4, les colonies sont de surface cotonneuse, aprés maturation elles
forment une masse sporale de couleur blanchatre. L’envers des colonies est de couleur

rose. Il faut également noter la présence d’un pigment non diffusible de couleur jaune.

Sur le milieu ISP5, les colonies sont de surface poudreuse de couleur rose, donnent
apres maturation, une masse sporale de couleur grise blanchatre, I’envers des colonies est

de couleur beige. 1l n’y a pas production de pigments diffusibles.

La croissance pour les deux souches actives débute par la formation d’un mycélium
trés ramifié et pateux dans le milieu et aussi a la surface de la gélose, c’est le mycélium de
substrat. Il est important de signaler I’importance de 1’'utilisation de plusieurs milieux de
culture dans 1’étude morphologique, puisque 1’observation des chaines de spores ne
s’effectue que sur les milieux donnant une bonne croissance (maturation compléte) (figure

14) (Aouar, 2006).
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Tableau 18 : Aspect microscopiques des souches actinomycetes active.

MS MA

MS : Mycélium de substrat ; MA : Mycélium aérien.
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Figure 15: Aspect microscopique de la souche Al (Gx100).

(aetb) : Mycélium du substrat; (c et d) : Mycélium aérien et masse sporale.



Résultats et discussions

Figure 16:Aspect microscopique de la souche A12 (Gx100).

(a et b) : Mycelium du substrat ; (c et d) : Mycelium aérien avec la chaine sporale.
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Plusieurs auteurs ont pu déterminer les genres des actinomycétes a partir des
caractéristiques morphologiques comme Zaitlin et al. (2003) dont les travaux ont permis
d’identifier le genre par simple observation microscopiques d’une souche actinomycétales
par observation des chaines de spores au microscope optique (Balagurunathan et al.,
1996).

5.2. Identification microscopique

La technique de la culture sur lamelle oblique permet de caractériser les
actinomycetes par leurs aspects morphologiques du mycélium aérien et celui du substrat.
Aprées 7 jours d’incubation, les lamelle sont retirées de la gélose et déposées sur une lame
puis observées au microscope optique (Gx100). Les résultats sont représentés dans le
tableau 18.

> Pour la souche Al

Les hyphes du mycélium végétatif sont fins, trés ramifiés, non fragmentés, non
sporulés. 1l se développe en surface et pénetre dans la gélose, pour ensuite donnant
naissance a un myceélium aérien long, fin et tres ramifie, il porte de longue chaine de spores
plus de 20 spores par chaine. Les chaines de spores sont formées par fragmentation du
mycélium aérien, elles sont en doubles spires, ces caractéeres permet de rapprocher cette

souche au genre Streptomyces (figurelb).

> Pour la souche A12

L’observation microscopique du mycélium de substrat de la souche A12 montre des
filaments tres fins, trés ramifiés, et non fragmentés. Le mycélium aérien est tres ramifié et
porte de longues chaines de spores. Les chaines de spores se forme par septation du
mycélium aérien, et sont de forme crochet, ces caractéres permet de rapprocher cette

souche au genre Actinomadura (figurel6).

5.3. Identification biochimique

Les résultats des différents caractéeres physiologique est biochimiques des souches

actives Al et A12 sont réunis dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches (Al et Al12).

Caractéristiques Souches

Utilisation des glucides

Inositol

+
+

Maltose

+
—+

!
ﬂ

Galactose

+
—+

!
t

Lactose

+
+

!
t

Activité de dégradation

caséine

Urée

=+

Production de I’indole

%
|

Production de pigments mélanoides

milieu ISP 7

Coagulation

(-): Absence , (+): Présence
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Les 2 souches Al et A12 cultivées sur le milieu ISP9, se développent sur les
différentes sources de carbone étudiées, a 1’exception du citrate, dont la souche Al est

incapable de I’utiliser comme seule source de carbone.

L’étude des activités de dégradation montre que les deux souches Al et Al2 ne
dégradent que I’amidon. L’ urée est dégradée seulement par la souche A1, le lait écrémé ne
présente aucune coagulation ou peptonisation et les deux souches, ne produisent pas
d’indole ou d’ H,S, mais elles réduisent les nitrates en nitrites, la dégradation de la

gélatine est de la caséine n’est pas marquée pour les deux souches testées (Al et A12).

La production des pigments mélanoides diffusibles est observée sur le milieu ISP6
pour la souche Al mais pas sur le milieu ISP7, contrairement a la souche A12, dont leur

production est absente dans les deux milieux de culture ISP6 et ISP7.

L’étude biochimique et physiologique, comme 1’utilisation de différents sources de
carbone, la production de mélanine et la dégradation de 1’urée, de I’amidon, de la caséine
et de la gélatine, est une étape cruciale pour arriver a une classification au niveau de
I’espéce (Shirling et Gottileb, 1966; Lechevalier, 1968). Goodfellow (1971) fut I’un des
premiers chercheurs a avoir appliqué cette analyse aux actinomycetes. Les résultats les
plus spectaculaires ont été obtenus sur le genre Streptomyces. En effet, nombre d’espéces
de ce genre, qui a été de 463 a été réduit a 142 (Pridham et Tresner, 1974 ; Williams et
al., 1989).

Une étude d’identification morphologique, biochimique et moléculaire des souches
d’actinomycetes tolérantes aux Silinium est réalisée par EI-Meleigy et al. (2011) a montré
que les caractéres physiologiques et biochimiques d’une des souches identifi¢e
(Streptomyces variabilis), sont similaires a ceux de souches (Al et Al12), comme: la
réduction des nitrates en nitrites et I’absence des pigments mélanoides sur 1’ISP6 et ISP7
pour la souche A12. La présence des pigments mélanoides est notée sur 1I’ISP6 pour la

souche Streptomyces fradiae, qu’est le méme cas de la souche Al.
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Conclusion

Notre travail est basé sur trois objectifs principaux, le premier est 1’isolement des
souches d’actinomycetes a partir d’un sol agricole trait¢é par 1’herbicide Apyros
(Sulfosulfuron) et tester leur capacité de le tolérer et le dégrader, le second objectif est la
caractérisation morphologique et biochimique des souches actives, le troisieme objectif est

I’étude de la cinétique de biodégradation de cet herbicide.

De ce fait, un échantillon du sol agricole traité par ’herbicide Apyros est prélevé de la
région de Ain-Karma — Constantine. Le milieu d’isolement utilisé dans cette recherche est
I’Amidon-Caséine modifié additionné d’Apyros a la dose recommandée et d’antibiotiques,
ainsi 18 souches d’actinomycétes ont été isolées et purifiées par nous-méme et 50 souches
fournies par Mme Zermane.La tolérance des souches vis-a-vis al’ Apyros a forte concentration

(1g/1) a été déterming, seule 10 souches présentent une bonne tolérance a cet herbicide.

La mise en évidence de la biodégradation de 1’Apyros par les souches tolérantes est
effectuée sur le milieu de base ISP9 gélosé contenant 1’ Apyros a la dose recommandé (0,1g/1)
comme seule source de carbone et d’énergie, ainsi, deux souches seulement présentent une
bonne croissance sur ce milieu, et sont de ce faitcapables d’utiliser 1’Apyros comme seule

source de carbone et d’énergie.

Les deux souches capables d’utiliser I’Apyros comme seule source de carbone et
d’énergie, sont testées pour leur aptitude a dégrader ce méme herbicide sur le milieu ISP9
liquide additionné de 1I’Apyros (0,1g/1). Le suivi de la dégradation de cet herbicide est réalise
par analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC), les résultatsmontrent,
une degradation du sulfosulfuron traduite par une diminution de sa concentration, et
s’accompagne par une croissance microbienne révélée par I’augmentation de 1’absorbance du

milieu.

L’étude de quelques caractéres macroscopiques et microscopique, biochimiques et
physiologiques, permit de rapprocher les deux souches actives aux genres Streptomyces et

Actinomadura.
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Perspectives

e Confirmer I’identification du genre notamment par la chimiotaxonomie et pousser
I’identification des souches étudiées jusqu’a au niveau de 1’espéce par les techniques
de biologie moléculaire.

e ldentification des résidus et métabolites de biodégradation de cet herbicide.

e [’utilisation des souches actives en biotechnologie (dépollution biologique des sols

contaminés par I’ Apyros).
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Annexe 1

Milieux de culture

Milieu Amidon -Caséine Agar
Amidon soluble 10 g

Caseinel g

K,HP040,5 g

Eau distillée1000 mli

Agar20 g

pH=7-75

Milieu ISP 1
Tryptonebg

Extrait de levure 3 g
Eau distille 2000ml
PH=7-7.1

Milieu ISP 2
Extrait de levure4 g
Extrait de malt10 g
Glucose4 g

Eau distillée1000 ml
Agar20 g

pH=7,3

Milieu ISP 3

Solution d’avoine 1000ml(Annexe2)
Solution d’oligo-éléments 1ml(Annexe2)
Agar 20g

pH=7,2

Milieu ISP 4
Amidon soluble 10 g
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K,HPO,1 g

MgSO,4 7TH,01 g

NaCllg

(NH4)2S042 ¢

CaCO32 ¢

Solution d’oligo-éléments 1 ml (Voir Annexe N° 6)
Eau distillée 1000 ml

Agar 209

pH=7,0-74

Milieu ISP 5

Glycérol 10 g

L-Asparaginel g

Solution d’oligo-éléments 1 ml(Annexe 2)
Eau distillée 1000 ml

Agar20 g

pH=7,0-7,4

Milieu ISP 6

Peptone 15 g
Proteose—Peptone5 g

Citrate de fer ammoniacal 0,5 g
Thiosulfate de sodium0,08 g
Extrait de levure 1 g

K,HPO41 g

Eau distillée 1000 ml

Agar 209

pH =7,0-7,2

Milieu ISP 7
Glycérol15 g
L-Tyrosine0,5 g
L-Asparaginel g
K,HPO40,5 g



MgSO, 7H,00,8 g
NaCl0,5g
FeSO, 7H,0O 0,01 g

Solution d’oligo-éléments 1 mI(Annexe2)

Eau distillée1000 ml
Agar20 g
pH=7,2-7,4

Milieu ISP9
(NH,4)2S042,64 g
KH,P0,42,38 g

K;HPO,. 3H,0 5,65 g
MgSQO,. 2H,01 g

Solution saline21 ml(Annexe2)
Eau distillée 1000 ml

pH =6,8-7,0

Milieu Mannitol Mobilité
Peptone 20 g

Nitrate de potassium 1 g
Mannitol2 g

Rouge de phénol40m g
Eau distillée 1000 ml
Agar4d g

Eau distillée1000 ml

pH =381

Milieu Citrate de Simmons
Citrate de sodiumlg
Chlorure de sodiumbg

Sulfate de magnésium 200mg

Dihydrogénophosphate d’ammoniuml1g

Monohydrogénophosphate de potassiumlg Bleu de bromotyymol 80mg

Agar
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Eau distillée 1000 ml
PH=6 ,8

Milieu urée- indol
L-Tryptophane 3g
Phosphate monopotassique 19
Chlorure de sodium5g
Urée 20g

Rouge de phénol 0.025
Alcool 4 95°0.01mL
Eau distillée 1000 ml
PH=6,7

Milieu TSI (' Triple Sugarlron Bio-Rad)
Extrait de viande 3g

Extrait de levure 3g

Peptone 209

Chlorure de sodiumbg

Lactose 10g

Saccharose 10g

Glucose 1g

Sulfate ferreux ammoniacal 300mg
Rouge de phénol24mg

Thiosulfate sodium anydre300mg
Agar 119

Eau distillée1000 ml

PH=7,4

N.B. L’ajustement des pH des milieux de cultures s’effectue a I’aide d’une solution de
NaOH 1N ou une solution d’HCI 1N selon le cas.
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Annexe 2
Solutions et colorants

Solution d’oligo — éléments.
FeSO, 7H,0 0,1 g

MnCl, 4H,0 0,1 g

ZnSO, 7TH,0 0,1 ¢

Eau distillée 100 ml

Solution saline 2

CuSQO4 5H,0 0,64 ¢
FeSO, 7TH,0 0,11 ¢
MnCl, 4H,0 0,79 g
ZnS04 7TH,0 0,15 g
Eau distillée 200ml

Solution d’avoine

Grains d’avoine 20 ¢

Eau distillée 1000 ml

*Faire bouillir pendant 20 minutes, filtrer sur la gaze et réajuster le volume a 1000ml.
Eau distillée 100 ml

Violet de gentiane

Violet de gentiane 1g Ethanol 10ml
Phénol2g Eau distillée100ml
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Annexe 3

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



Résumé

Résumé

A partir d’un sol agricole traité par I’herbicide Apyros (Sulfosulfuron), 68 souches
d’actinomycetes sont isolées sur le milieu Amidon-Caséine modifié supplémenté par

I’herbicide Apyros (Sulfosulfuron) a la dose recommandée (0,1g/l) et d’antibiotiques.

Les souches isolées sont testées pour leur capacité a tolérer ce méme herbicide sur
le milieu Amidon-Caséine modifié, supplémenté avec une forte concentration d’Apyros
(10 fois plus grande que la dose recommandée (1g/l)). Seule 10 souches présentent une
bonne tolérance a cet herbicide, les souches tolérantes sont ensuite tester pour leur capacité
a utiliser ce méme herbicide comme seule source de carbone et d’énergie, sur le milieu

ISP9, les résultats montrent que deux souches seulement le sont.

L’étude de la cinétique de biodégradation du méme herbicide par les 2 souches
actives, est réalisée par analyse par chromatographie liquide a haute performance, les
résultats montrent que les 2 souches sont capables de dégrader le sulfosulfuron, 1’une des

souches dégrade 98% de cet herbicide, I’autre dégrade jusqu’a 99% du méme herbicide.

La diminution de la concentration du sulfosulfuron s’accompagne avec une
augmentation de I’absorbance microbienne, ce qui indique que les deux souches utilisent le

sulfosulfuron comme seule source de carbone et d’énergie pour leur croissance.

L’¢étude des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopique),
biochimiques et physiologiques, a permis de rapprocher les deux souches actives au genre

Streptomyces.

Mot clés : actinomyceétes, herbicide, Apyros, sulfosulfuron, tolérance, biodégradation.



Abstract

Abstract:

From an agricultural soil treated by the herbicide Apyros (Sulfosulfuron), 68 strains of
actinomycetes were isolated on the medium Amidon-Caseine modified, fortified by the

herbicide Apyros (Sulfosulfuron) at the recommended dose (0.1 g/l) and antibiotics.

The isolated strains were tested for their ability to tolerate this same herbicide on the
medium Amidon-Caseine modified, fortified with a high concentration of Apyros (10
times greater than the recommended dose (1g/l). Only 10 strains had a good tolerance to
this herbicide, the tolerant strains were, then, tested for their ability to use this same
herbicide as sole source of carbon and energy, on the medium ISP9, the results showed that

two strains only were.

The study of the kinetics of biodegradation of the same herbicide by the 02 active
strains was carried out by analysis using high-performance liquid chromatography
(HPLC), the results showed that the 02 strains were capable of degrading the sulfosulfuron
: one of them degraded 98% of this herbicide, the other one had an ability up to 99%.

The decrease of the concentration of sulfosulfuron was accompanied with an increase
of the microbial absorbance, which indicated that the two strains were using the

sulfosulfuron as sole source of carbon and energy for their growth.

The study of the morphological characteristics (macroscopic and microscopic), the
biochemical and the physiological ones, allowed us to bring the two active strains in the

genus Streptomyces.

Keywords: actinomycetes, herbicide, Apyros, Sulfosulfuron, tolerance, biodegradation.
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