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Résumé

Résumé

A partir de deux échantillons sol et de sebkha de la région d’EI-Oued, 66 souches
d’actinomycétes sont isolées sur le milieu amidon-caséine agar additionné d’antifongique. Un
prétraitement des échantillons par séchage a I’air libre pendant 21 jours et par addition au
milieu de I’Nacl ont été effectués afin de favoriser I’isolement des actinomycétes. Un lot de
20 souches a été sélectionné pour tester I’aptitude de ces bactéries a dégrader six pesticides
tres employes dans I’agriculture Algérienne. Dont quatre herbicides : le Glyphosate, le
Monuron, I’ Akopic 240 EC, Lancelot 450WG ; et deux fongicides : le Duoplus et I’Hexonate
Les résultats montrent que le Glyphosate est le pesticides le plus dégradable par ces bactéries,
tandis que le Duoplus est le moins biodégradable. Deux isolats d’actinomycetes E1 A10 et E1
All sont les seuls qui ont montrés une aptitude a dégrader les 6 pesticides. Ces deux
actinomycétes peuvent étre utilisés dans la bioremediation des sols pollués par ces pesticides.

Mots clés : Actinomyceétes, Pesticides, biodégradation, herbicide, fongicide, bioremediation.



Abstract

Abstract

From two samples of soil and Sebkha of the EI-Oued region, 66 actinomycetes strains are isolated
on starch-caseine agar medium supplemented with antifungal. A sample pretreatment by drying in
the air for 21 days and by addition to the medium of NaCl were performed in order to favor the
isolation of actinomycetes. A set of 20 strains was selected to test the ability of these bacteria to
degrade the very six pesticides employed in Algerian agriculture. In which four herbicides:
Glyphosate, the Monuron, the Akopic 240 EC and the Lancelot 450 WG; and two Fungicides: the
Duoplus and the Hexonate. The results show that glyphosate is the most degradable pesticides by
these bacteria, while the least biodegradable is DuoPlus. Two of the isolated actinomycetes E1 A10
and E1 All are the only ones who have shown an ability to degrade the 6 pesticides. Both

actinomycetes can be used in bioremediation of polluted soils by these pesticides.

Keys words: Actinomycetes, Pesticides, Degradation, Herbicides, Fungicides, Bioremediation.
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Introduction

Depuis plusieurs années, la bio-dépollution des différents écosystémes et la bioremédiation
agro-industrielle, constituent un des principaux axes de recherche qui intéresse les microbiologistes
et les écologues. Les origines de la pollution du sol sont variées, elles sont industrielles, agricoles
ou urbaines. Ces différentes sources entrainent la présence de nombreuses molécules xénobiotiques
différentes polluantes qui agissent négativement sur la flore et la faune. Les polluants d’origine
agricole incluent surtout, les désherbants et les pesticides (Van der Perk , 2006). L’utilisation
importante des produits phytosanitaires en agriculture a engendré la contamination de
I’environnement tellurique et aquatique. A la suite de leur application, ces molécules sont
susceptibles de quitter leur site d’application et sont alors considérées comme des micropolluants
organiques a I’origine de la pollution de tous les compartiments environnementaux. Du fait de leur
écotoxicité, de leur potentiel de bioaccumulation, et de leurs actions endocriniennes, ces molécules
présentent un risque pour I’environnement en général. (Schrack et al., 2009).

Les recherches se sont orientées depuis plusieurs années vers les techniques de dépollution
des sols contaminés. Parmi elles il y a des techniques physico-chimiques qui sont trés couteuses et
nécessitent des moyens généralement lourds. Ces derniéres années on assiste a I’émergence de
techniques biologiques qui sont beaucoup moins onéreuses et tres efficaces. Ces techniques font
appel aux potentiels de biodégradation des microorganismes tres variés.

Parmi ces microorganismes, les actinomycetes qui sont un groupe hétérogene de bactéries
Gram positif avec un taux élevé de G+C. Ces bactéries développent un réseau ramifié d’hyphes.
Ceux-ci poussent a la fois a la surface et a I'intérieur du substrat. Ce sont des bactéries
omniprésentes dans presque tous les milieux méme ceux ou la vie est extrémement hostile
(Goodfellow et William, 1983 ; Okami et Hotta, 1988). On les trouve dans divers habitats
(marins, sols, mangroves, etc...) et diverses conditions environnementales (couvrant une large
gamme de pH, température, salinité, métaux lourds, etc...). Un certain nombre d'entre eux sont
capables de croitre dans des habitats riches en sel, et ils sont donc halophiles ou halotolérants.
(Solanki et Kothari, 2011). Ils sont connus pour leur aptitude a jouer un réle trés important dans la
biodégradation de la matiere organique et inorganiques présentes dans la nature (Silini, 2012).

Les écosystemes telluriques Sahariens sont connus par leurs climats trés rudes qui changent
durant les saisons et méme du jour a la nuit d’une maniére considérable. Les températures par
exemple, varient de 50 & 60 °C au matin pour atteindre les 0 & -3 °C durant la nuit. La situation est
similaire pour le sel, en effet ces bactéries ont des plages importantes de résistance a la salinité et
peuvent également vivres dans les sols allant des plus faible en sel aux sols les plus riches. Les
microorganismes qui vivent dans ces biotopes sont dotés par des capacités d’adaptation tres

performantes et peuvent par conséquent étre utiliser dans les niches écologiques les plus diversifiés.

)



Introduction

Ces écosystemes Sahariens dans notre pays sont mal étudiés et cachent des secrets sans
limites qui peuvent enrichir I’arsenal microbien, pour faire face aux différentes agressions de la vie
contemporaine.

L’objectif principal de ce travail est d’étudier la capacité des actinomycétes isolés a partir du sol
et de la sebkha d’EIl-Oued d’utiliser différents pesticides comme seul source de carbone et
d’énergie.

> La premiére phase consiste en I’isolement des actinomycétes provenant de nos deux

échantillons. 1l s’agit également de déterminer les conditions favorables pour I’isolement

sélectif des actinomyceétes.

> La seconde partie consiste a mettre en évidence la capacité des actinomycetes isolés a

utiliser quelques pesticides comme seul source de carbone et d’énergie.

]
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1. La pollution
1.1. Définition

Le terme « pollution » désigne la présence d’une substance au-dela d’un seuil pour lequel des
effets négatifs sont susceptibles de se produire (Francois, 2000).

La pollution est une modification défavorable du milieu naturel qui apparait en totalité ou en
partie comme un sous-produit de I’action humaine, au travers d’effets directs ou indirects altérant les
criteres de répartition du flux d’énergie, des niveaux de radiation, de la constitution physico-chimique du
milieu naturel et de I’abondance des especes vivantes. Ces modifications peuvent affecter I’'homme
directement ou a travers des ressources agricoles, en eau et en autres produits biologiques, elles peuvent
aussi I’affecter en altérant les objets physiques qu’ils possedent et les possibilités réactives du milieu
(Francois, 2002).

1.2. Types de pollution
1.2.1. Pollution atmosphérique (pollution de I’air)

Elle est définie comme la présence dans I’atmosphere extérieure de substances ou
contaminants apportées par I’homme en quantité ou a des concentrations et pendant des périodes
telle 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 atteinte a I’agrément de I’existence

ou a la jouissance des biens dans I’état, ou les zones qui sont touchées (Belfarhi, 2011).

1.2.2. Pollution de I’eau

La pollution de I’eau est une altération de sa qualité et de sa nature qui rend son utilisation
dangereuse et/ou perturbe I'écosysteme aquatique. Elle peut concerner les eaux superficielles
(riviéres, plans d'eau) et/ou les eaux souterraines. (Site web 2).

1.2.3. Pollution du sol

La pollution du sol correspond a I’accumulation de composés toxiques : produits chimiques,
sels, matiéres radioactives ou agents pathogénes qui, tous, ont des effets nocifs sur la croissance des
plantes et la santé des animaux (Dor, 2006).

La pollution des sols distingue classiquement les pollutions diffuses et les pollutions
ponctuelles ou localisées. Les premiéres sont principalement liées aux activités agricoles,
notamment en raison des épandages de produits de toutes sortes qui génerent une contamination de
tres larges surfaces de sol. Les secondes sont de deux types : soit des situations de pollution

accidentelle avec une évolution temporelle plus ou moins rapide en fonction de I’ampleur de

g
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I’accident et de la nature des produits impliqués, soit des pollutions chroniques conséquences
d’activités industrielles, principalement les industries chimiques et de métaux non ferreux et

I’enfouissement des déchets (Dor, 2006).

1.3. Origines de la pollution
Selon I’origine des substances polluantes, quatre catégories de pollutions sont a distinguer :
1.3.1. Pollution domestique
Elle provient des habitations et elle est, en général, véhiculée par le réseau d’assainissement
jusqu’a la station d’épuration. La pollution domestique se caractérise par la présence des germes fécaux,
de fortes teneurs en matiéres organique, des sels minéraux et des détergents (Gilli et al., 2004).
Elle peut étre responsable de I'altération des conditions de transparence et d’oxygénation de

I’eau ainsi que du développement de I’eutrophisation dans les rivieres (Faurie et al., 2003).

1.3.2. Pollution industrielle
Elle provient des usines et elle est caractérisée par la présence d’une grande diversité des polluants,

selon I’utilisation de I’eau tels que :

eLes hydrocarbures (raffinerie) ;

e es metaux (traitement de la surface) ;

e Les acides, les bases, les produits chimiques divers (industries chimique) ;

e _’eau chaude (circuit de refroidissement des centrales thermiques) ;

e Les matiéres radioactive (centres nucléaires, traitement des déchets radioactifs).
Il peut y avoir un effet toxique sur les organismes vivants, par I'accumulation de certains éléments

dans les denrées alimentaires tels que les métaux et les pesticides (Calvet et al., 2005).

1.3.3. Pollution naturelle
Certains auteurs considerent que divers phénoménes naturels sont aussi a I'origine de la pollution

(éruption volcaniques, etc.) (Grosclaude, 1999).

1.3.4. Pollution agricole
Elle provient des fermes ou des cultures et elle se caractérise par les fortes teneurs en sels minéraux

(NO,, P, K,...) et la présence de produits chimiques du traitement (pesticides, engrais...) (Grosclaude,

1999).

.
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1.4. Principaux polluants agricoles

La pollution agricole s’est intensifiée depuis que I'agriculture est entrée dans un stade
d’industrialisation. La pollution d’origine agricole peut se présenter sous deux formes : diffuse lorsqu’ elle
concerne de grandes surfaces et ponctuelle lorsqu’elle est accidentel ou chronique sur un espace plus
réduit (Grosclaude, 1999).

1.4.1. Les fertilisants

Les engrais chimiques sont dispersés dans les sols afin d’accroitre les rendements des végétaux
cultivés. Parmi ces éléments, nous citons : 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 ces produits

contamine donc les eaux superficielles et méme les nappes phréatiques (Conrad et al., 1999).

1.4.2. Les pesticides

L’usage des pesticides a connu une expansion considérable, non seulement dans les pays
développés, mais aussi dans I’ensemble des pays de tiers monde ou la révolution verte a augmenté
les exigences en traitement antiparasitaire. Ces traitements ont contribué a propagé des variétes
moins résistantes aux divers ravageurs de culture que les souches cultivées autochtones.

Cependant, ces pesticides s’accumulent dans les sols et les nappes phréatiques causant des

ravages illimités (Lemercier, 2003).

2. Les pesticides
2.1. Définition

Le mot pesticide composé de deux parties : le suffixe « -cide » qui a pour origine le verbe latin
«caeder» qui signifie « tuer ». On lui a adjoint la racine anglaise « Pest » qui signifie animal ou plantes
nuisibles a la culture (Colin, 2000).

Les pesticides sont des produits « phyto-pharmaceutiques », ou plus communément
produits phytosanitaires, dont les propriétés physiques, chimiques, et biologiques permettent de
détruire ou de limiter le développement et la croissance d’organismes vivants (Calvet et al., 2005 ;
Devillers et al., 2005).

2.2.  Composition et Formulation des pesticides

2.2.1. Composition des pesticides

Un pesticide est composé de deux types de substances :
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Une ou plusieurs matiéres actives : Ce sont ces matiéres actives qui conférent au produit
I’effet poison désiré.

Un ou plusieurs additifs : Ces additifs renforcent I’efficacité et la securité du produit, a titre
d’exemple : répulsif, vomitif, épaississant, anti-moussant, solvant... (Maison de

consommation et de I’environnement, 2003).

2.2.2. Formulation des pesticides

La formulation est le terme qui désigne la forme sous laquelle un produit

phytopharmaceutique est mis sur le marché. Les tableaux N°01 et N°02, montrent les principales

formulations utilisées.

Tableau N° 01 : Formulations liquides des pesticides (Boland et al., 2004).

Etat physique | Application | Veéhicule Type de formulation Acronyme
Eau Suspension concentrée SC
Eau Concentré émulsionnable EC
o diluée
S Huile Volume bas SU ou UL
=
o Liquide pour application a trés | ULV
— Non diluée bas volume ou TBV
Aérosol AE

Tableau N° 02 : Formulations solides des pesticides (Boland et al., 2004).

Etat physique Véhicule Type de formulation Acronyme
poudre pour poudrage DP
Porteur Granulé GR
poudre mouillable WP
§ poudre soluble dans I’eau SP
@) Eau
n granulé soluble dans I’eau SG /WG
Son, graines appat sur grains AB
Air Fumée, fumigant ou gaz
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2.3. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété de
structure chimique, de groupe fonctionnel et d’activité ; que leur classification est complexe.

D’une maniéere générale, ils peuvent étre classés en fonction de la nature de I’espéece a
combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les
compose comme le montre le tableau N° 3.

e Premier systeme de classification repose sur le type de parasite a contrdler.
e Deuxieme systeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance

active majoritaire qui compose les produits phytosanitaires (EI Mrabet et al., 2008).

2.4. Marché des pesticides

Le marché mondial des produits phytosanitaires a progresse en termes de chiffre d’affaire
de 25,6 & 44,015 milliards de dollars (USD) en 10 ans. Il est d’ailleurs remarquable que ce
développement se soit accentué entre 2006 et 2011 (figure N°01), puisqu’on y observe une
progression du marché mondial d’environ 45% au cours de cette période contre 20 % au cours des

cing années precédentes (Regnault-Roger, 2014).
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Figure N° 01 : Evolution du chiffre d’affaire du marché mondial des produits phytosanitaires en
milliards USD (Regnault-Roger, 2014).
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Tableau N° 03 : Systeme de classification des produits phytosanitaires. (EI Mrabet et al., 2008 ; Calvet et al., 2005).

Premier systeme de classification

Deuxieme systeme de classification

En fonction de la nature chimique de la substance active

En fonction de la cible Spectre d’action
o Les végétaux rentrant en concurrence avec les
Herbicides . ) _ _
plantes a protéger en ralentissant leur croissance.
o Les champignons ou encore les bactéries
Fongicides , i
résponsables des phyto-maladies
Insecticides Protection des plantes contre les insectes
Acaricide Acariens
Némanticides Contre les vers du groupe Nématodes
Rodonticides Contre les rongeurs
Molluscicides Contre les limaces et les escargots
Taupicides Contre les taupes
o ) Contre les corbeaux et les autres oiseaux
Corvicides et corvifuges
ravageurs des cultures

Organochlorés

Organophosphorés

Les carbamates

Les pyréthrynoides

Les triazines

Les urées-substituées
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2.5. Comportement des pesticides dans I’environnement

Lors du traitement des cultures, la majeure partie des quantités de pesticides apportées
atteint le sol, soit parce que les pesticides y sont directement appliqués, soit parce que la pluie a
lessivé le feuillage des plantes traitées (cultures et/ou mauvaises herbes).

Le sol occupe donc une position centrale dans la régulation du devenir des pesticides dans
I’environnement et il aura un double role de stockage et d’épuration. Dans le sol, les pesticides sont
affectés par différents processus physiques, chimiques et biologiques qui vont conditionner leur
dégradation, leur transfert vers les autres compartiments de I’environnement (eau, plante,
atmospheére) et par conséquent leur impact potentiel sur les étres vivants exposés, en particulier.
C’est lorsque le pesticide est présent en phases liquide et gazeuse qu’il sera disponible pour étre
dégradé par les microorganismes (épuration) mais aussi pour étre transféré vers les nappes d’eau,
alors qu’en phase solide, il reste piégé dans le sol (stockage) (Barriuso et al., 2011).

Le comportement des pesticides va étre plus particulierement contrdlé par les phénomenes
de rétention sur les constituants du sol (matiéres organiques, argiles) et de dégradation. Plus la
rétention du pesticide est importante, plus sa mobilité est faible et moins les risques de
contamination des eaux souterraines (profondes), par exemple, seront élevés. Cependant, dans ce
cas, il est susceptible d’étre transféré vers les eaux de surface par transport particulaire lors
d’épisodes de ruissellement ou d’érosion (Barriuso et al., 2011).

La persistance des pesticides est directement liée a leur dégradation. C’est I'un des
processus clé du devenir des pesticides dans les sols puisqu’elle conditionne leur élimination des
milieux naturels. La dégradation peut étre de nature biotique (dégradation par la microflore, la
microfaune et les végétaux) ou abiotique (hydrolyse, photolyse). Toute une série de molécules
intermédiaires (les produits de dégradation ou métabolites) entre la molécule initiale et les
molécules minérales finales peuvent étre produites. C’est lorsque le pesticide est transformé en
molécule minérale, comme le CO,, qu’il est totalement éliminé. Ce phénomene est appelé

minéralisation (Barriuso et al., 2011).

2.6. Impacts des pesticides
2.6.1. Impacts des pesticides sur I’environnement

L’impact des pesticides sur I’environnement varie en fonction d’un grand nombre de
facteurs qui sont : la persistance du pesticide dans I’environnement (durée de demi-vie), le temps
d’exposition, la dose et la toxicité, la sensibilité relative des organismes ou de I’écosystéme

exposés et I’dge de I’organisme exposé. Les pesticides peuvent donc étre responsables de
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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).

2.6.2. Impacts des pesticides sur la santé humaine

La toxicité d’un pesticide est son potentiel a produire des effets nocifs sur la santé, a court ou a
long terme (Arias et al., 2008). L’évaluation des effets toxiques des pesticides est complexe car de
nombreux parametres sont & considérer : la nature du composé, ses propriétés toxico- dynamiques, la
durée d’exposition et ses variations, I'effet des meélanges, la nature libre ou liée des résidus,
etc...(Capkin et al., 2005).

2.6.3. Impacts 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 visés n’y échappent pas également et le cas le plus médiatisé est celui des abeilles
(Clavet et al., 2005).

L’empoisonnement de la faune sauvage 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. Les insecticides, les fongicides et les

herbicides, menacent la faune sauvage (Isenring, 2010).

2.6.4. Impacts des pesticides sur la faune aquatique

Les produits phytosanitaires et leurs dérivés peuvent provoquer des dégats importants sur la faune
aquatique. En effet, méme si les mortalités des poissons représentent les effets les plus spectaculaires, les
autres composantes de I’écosystéme aquatique comme les mollusques, les petits crustacés, les algues et les

plantes aquatiques sont aussi affectées par les effets néfastes des pesticides (Aissaoui, 2013).

2.7. Dégradation des pesticides

La dégradation des pesticides est un processus qui dépend de plusieurs facteurs (pH du sol,
microorganismes du sol) et constitue un processus qui définit la persistance du produit et sa durée d’action.
Ceci a des conséguences sur son efficacité biologique. On distingue une dégradation abiotique et une

dégradation biotique :

2.7.1. Dégradation abiotique

Les transformations abiotiques sont dues a des réactions chimigques qui ne sont pas catalysées

.
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par des systémes enzymatiques. Cette dégradation chimique résulte :

e Des réactions d’hydrolyses dans la phase du sol en solution et de réaction d’oxydation qui

dépendent de la matiére active considérée.

e De son état d’ionisation.

e De la nature d’interface et des conditions du milieu.

La dégradation abiotique photochimique se produit sous I’effet des radiations solaires. Elles
conduisent aux mémes produits que la dégradation chimique. Selon Schiavon et Barriuso : « la
dégradation abiotique des pesticides, qui reste un phénoméne mineur, ne contribue, le plus
souvent, qu’a la perte du pouvoir biocide spécifique de la matiere active et a I’introduction dans le
milieu de nouvelles structures chimiques » (Regnault-Roger, 2014 ; Calvet et al., 2005).

2.7.2. Dégradation biotique

Cette dégradation est appelée aussi « biodégradation ». Elle consiste & décomposer un
substrat organique comme, les hydrocarbures, les solvants, les composés organochlorés...etc., par
I’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).

En présence d’oxygeéne, deux types de biodégradation de composés organiques peuvent
avoir lieu : La minéralisation ou la biotransformation. La biotransformation est une biodégradation
incompléte 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 biodegradation oxydative compléte de molécules organiques en composes
inorganiques (eau, dioxyde de carbone, ions minéraux) (Alexander, 1994).

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 composé
organique en présence d’un substrat de croissance qui est utilisé comme source primaire de carbone

et d’énergie (Laperto, 2006).

2.8. Les microorganismes impliqués dans la biodégradation
Dans le sol la biodégradation est réalisée essentiellement par des processus impliquant des
microorganismes de toutes sortes (bactéries, champignons, telluriques). (Regnault-Roger, 2014).
Parmi les genres fongiques qui jouent le r6le dans la décomposition de la matiére organique
on cite les suivants: (Mucor, Mortierella, Rhizopus, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,

Fusarium, Alternaria et Botrytis) (Maier et al., 2000).
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Les bactéries sont également des organismes trés performants dans cette biodégradation.
Parmi les Gram négatifs hétérotrophes, de tres nombreuses especes peuvent utiliser une grande
variété de composés organiques comme source de carbone et d’énergie : Azotobacter, Rhizobium,
Pseudomonas, Enterobacter, Azospirilum, Klebsiella (Davet, 1996). Parmi les bactéries a Gram
positif, les actinomycétes jouent un réle trés important dans la biodégradation des matiéres
organiques les plus divers. Cela est due a leur diversité métabolique impressionnante et finissent
généralement par une minéralisation de la matiere organique. Les enzymes extracellulaires produits
par ces bactéries améliorent cette action. Il a été prouvé que les actinomycetes dégradent
intensivement la chitine, la cellulose, I’amidon ou le xylane. Aussi certains dégradent activement les
pesticides (Djaballah, 2010 ; Boudemagh et Hocinat 2016).

3. Les actinomycetes en tant qu’agents de biodegradation
3.1. Historique

D’aprés Waksman (1959), Cohn fut le premier & découvrir les actinomycetes en 1875
(Lechevalier), qu’il nomma Streptothrix foerestri; par la suite Hraz en 1877, isola I’agent
responsable des actinomycoses du bétail et le nomma Actinomyces bovis. (Messoudi, 2013).

On peut diviser I’histoire des actinomycetes en quatre grandes périodes :

e La premiere va de 1874 aux années 1900, elle pourrait étre nommee la période
« médicale » par ce que I’intérét porté a ces organismes était du presque exclusivement aux
propriétés pathogenes.

e La deuxieme période (1900-1919), se rapporte & la mise en évidence et a I’étude des
actinomycétes du sol, avec les travaux de Krainsky (1914), Cohn, Curtis et Orla Yensen
(1909), qui créa la famille des Actinomycetaceae qui comprend un seul genre Actinomyces,
par la suite Buchanan (1917) créa I’ordre des Actinomycetales.

e La troisieme période (1919-1940) au cours de laquelle une meilleure connaissance des
genres a été acquise grace aux recherches de Waksman (1919), de Lieske (1921), de
Krassilnikov (1938), et Orskov (1925) ; ce dernier ajouta le genre Micromonospora qui
comprend les actinomycetes qui ne produisent pas de mycélium aérien. Jensen (1932)
regroupe dans le genre Paraactinomyces (actuellement Nocardia) les actinomycétes dont le
mycélium de substrat se fragmente. (Baldacci, 1962).

e Quatrieme période : commence en 1940, et correspond a I’époque des antibiotiques
produits par les actinomycétes, avec la création du genre Streptomyces (en combinant les

noms des genres Streptothrix et Actinomyces) par Waksman et Henrici en 1943 ; qui
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regroupe les actinomycetes dont le mycélium aérien produit des chaines de spores portées
par des sporophores. En 1958 Pridham, proposa un systeme de classification des
Streptomyces basé sur la morphologie des chaines de spores et la couleur du mycélium
aerien, Ettling et al., 1958 introduit un critere important dans la différentiation des espéces

la production des pigments mélanoides. (Messoudi, 2013).

Enfin, depuis les années 1960, I’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood
puis de génomique a révolutionné la classification des espéces puis les méthodes de découvertes
de métabolites secondaires et d’exploration du potentiel biotechnologique de ces
microorganismes. (Belyagoubi, 2014).

3.2. Geénéralités sur les actinomycetes

Les actinomycétes sont des bactéries dont la croissance donne lieu & des colonies constituées
d'hyphes, c'est-a-dire de filaments qui irradient, par croissance centrifuge, tout autour du germe qui
leur a donné naissance (Rastogi & Kishore, 1997). Cela explique leur dénomination: le mot
« Actinomyceétes » provient de deux substantifs grecs et signifie « champignons a rayons » ou
« champignons rayonnants », expression utilisée pour les désigner en anglais (Ray fungi) et aussi en

allemand et en russe (Messoudi, 2013).

Les actinomycéetes ont souvent été confondus avec les champignons (eucaryote) (Otto,
1998), du fait de I’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de leurs morphologies
fongoides (Lefebvre, 2008). Mais actuellement ils sont classés définitivement parmi les bactéries
(procaryote), du fait que leurs matériels génétiques et dépourvut de noyau, contrairement aux
eucaryotes dont le matériel génétique est inclus dans un noyau entouré d'une enveloppe nucléaire.
Les principales différences entre les champignons et les actinomycétes peuvent étre résumees dans

les points suivants :

e Leurs parois qui ne renferment ni cellulose ni chitine, se retrouvent respectivement chez les
plantes et les champignons (Shukla, 2010).

e Le diameétre de leurs mycéliums est approximativement le un dixiéme de celui de la plupart
des hyphes fongiques (généralement 0,7 & 0,8 um),

e Leurs sensibilités aux attaques des bactériophages et lysozymes (Hawker et Linton, 1971).

e Leurs sensibilités aux antibiotiques antibactériens (Rangaswami et al., 2004. Winn et
Koneman, 2006).

3.3.  Morphologie des actinomycétes
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Les actinomycétes sont des bactéries de coloration de Gram positif (Dgigal, 2003), a taux
élevés de (G+C) compris entre 60-70 % (Pelmont, 2005), formant des filaments minces et ramifiés
qui, lorsqu’ils évoluent sur un substrat solide, comme la gélose, ils se développent a la fois sur la
surface et a I’intérieur de celui-ci (Prescott, 2010). lls ont une croissance lente par rapport aux
autres bactéries, le temps de génération moyen est environ de 2 a 3 heures (Beckers et al., 1982).

La morphologie des différents groupes d’actinomycetes est trés variable, elle va de forme
peu évoluées comme Mycobacterium, a des formes trés évoluées comme le genre Streptomyces qui
forme un véritable mycélium non fragmenté et sporulant (Smaoui, 2010).

Les actinomyceétes ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs, du fait
de leur mycélium souvent a la fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif, du fait également de
la fructification par sporanges libérant des spores chez nombre d’entre eux (Hasley et leclerc,
1993 ; Horinouchi, 2002).

Leur propriétés chimiques, physiologique, et immunologique les rangent parmi les
procaryotes, leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine
contenant de lysine (formes fermentatives) ou de I’acide diaminopimélique (forme oxydatives) et
leur cytologie est celle des bactéries (Mariat et Sebald, 1990).

Ces caracteres s’ajoutant a d’autre (leur parasitage par des bactériophages, leur sensibilité
aux antibiotiques antibactériens) ne permet pas de les classer parmi les mycétes (Hasley et Leclerc,
1993).

Ces caractéres s’ajoutent a d’autres comme la sensibilité a des actinophages et a des
antibactériens, qui confirment le bien-fondé de la classification des actinomycetes parmi les
bactéries (Larpent, 1989 ; Mariat et Sebald, 1990).

3.4. Physiologie des actinomycetes
3.4.1. Conditions de croissance des actinomycetes
Plusieurs facteurs environnementaux conditionnent la croissance des actinomyceétes :

e Le pH : Les actinomycétes preferent un pH neutre ou peu alcalin (Omura, 1992).

e La température: Les actinomycétes sont genéralement mésophiles, d’autres sont
thermophiles tolérant des températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu'a 60°C ou plus
(Omura, 1992).

e L’oxygeéne : Selon le type respiratoire, les actinomycétes peuvent étre séparés en deux
groupes : les formes oxydatifs aérobies, qui se trouvent essentiellement dans le sol, et les
formes fermentatifs anaérobies strictes ou facultatives, qui vivent dans les cavités naturelles

de I'nomme et des animaux. (Silini, 2012).
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En ce qui concerne les besoins nutritifs, les actinomycétes sont, en général, des
chimoorganotrophes, utilisant une grande variété de sources d'énergie y compris les polymeéres
complexes. Mais plusieurs especes sont capables aussi d’étre chimio-autotrophes, utilisant
I’oxydation de I’hydrogene comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de carbone
(Mariat et Sebald, 1990).

Afin d'obtenir une croissance abondante, des matieres suffisamment énergétiques doivent
étre fournis par des protéines, des hydrates de carbone, ou des acides organiques. Des sources
appropriées d'azote, soit organique ou inorganique et certains minéraux notamment le potassium, le
magnésium, le phosphore, le soufre et le fer, sont également nécessaires (Srinivasan et al., 1991).

Certains ont des exigences nutritionnelles en facteurs de croissance telles que les vitamines
et certains acides aminés. D’autres aliments peuvent étre aussi nécessaires pour soutenir des
activités métaboliques dans [I’utilisation des actinomycétes au niveau industriel, comme par
exemple, le besoin en cobalt pour la synthese de vitamine B12 (cobalamine), et le besoin en

chlorine pour la synthese de chloramphénicol (Silini, 2012).

3.4.2. Milieux de culture des actinomyceétes

La composition d’un milieu de culture doit permettre la croissance bactérienne et doit donc
tenir compte des besoins nutritifs des bactéries. Les meilleurs milieux de culture pour I’isolement
des actinomyceétes sont ceux contenant de I’amidon, du glycérol ou de la chitine comme source de
carbone, la caséine, I’asparagine ou I’arginine comme source d’azote organique (Burman, 1973 ;
Williams et al., 1993 ; Hilali et al., 2002).

Pour I’isolement des actinomyceétes, les antibiotiques sont ajoutés dans les milieux sélectifs
pour inhiber la croissance de certains germes indésirables. Les molécules les plus utilisées sont : la
nystatine, le cycloheximide (Actidione), la pimaricine, I’'amphotericine B pour I’inhibition des
champignons. La polymixine, la novobiocine, I’acide nalidixique, la colistine pour stopper les
bactéries Gram négatives (Nonomura et Hayakawa, 1988 ; Larpent et Larpent, 1990, Takizawa
et al., 1993 ; Kurtbaoke et Wildman, 1998). L’incubation se fait, généralement, a une température

de 28°C ou 30°C qui favorise le développement des actinomycétes (Burman, 1973).

3.5. Ecologie des actinomycetes
Les actinomycétes colonisent une large variété d’habitats naturels comme le montre le
tableau N°04, elles sont capables de se développer sur une large gamme de substrats. Elles sont

présentes dans des sols polaires gelés en permanence tout comme dans les sols désertiques chauds
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et secs, dans le pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les métaux lourds, les lacs
extrémement alcalins et les lacs salés. (kitouni, 2007).

Le genre Streptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers autres
substrats. Ils représentent 80 a 95% du total des actinomycétes apres Streptomyces, les genres les
plus fréquents sont Nocardia et Micromonospora. Les autres genres ne constituent qu’une fraction

minime et sont parfois peu fréquents ou méme assez rares (Boucheffa, 2011).

Tableau N° 04 : Distribution des actinomycétes dans la nature (Larpent, 1989).

Genre Habitats

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere

Streptosporangium

Thermomonospora

Frankia Nodules des racines
Microbispora Sol
Micromonospora Sol, eau
Nocardia Sol, eau
Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiére
Saccharomonospora Matiere en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere

Sol

Matiere en décomposition et fermentation

3.6. Cycle de développement

Les Streptomyces ont un cycle de développement complexe qui se divise en plusieurs étapes.
Sur milieu solide (figure N°02), il débute par la germination d’une spore qui donne naissance a un
mycélium primaire formé d’hyphes non septés et plurinucléés, ramifiés et ancrés dans le milieu

solide. Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium primaire (Smaoui, 2010).

En effet ce dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont cannibalisés par le mycélium
aérien. Les extrémités des hyphes aériens se spiralisent puis se cloisonnent et se différencient pour

former des chaines de spores uninuclées, ces spores sont des agents de dissémination (Smaoui,
2010).

.
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Figure N°02 : Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Jakimowicz, 2007).
3.7. Classification des actinomycetes

Selon le systeme de classification de Murray qu'on retrouve dans le Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology (1986, 1989), les Actinomycétes appartiennent au regne des Procaryotes
(organismes cellulaires sans noyau), a la division des Firmicutes (Bactéries Gram-positif) et a la
classe des Thallobacteria (Bactéries Gram-positif ramifiées) contenant I’ordre des Actinomycetales
(Ouhdouch, 2003; Alauzet, 2009).

La classification des actinomycetes a évolué en fonction du développement des
connaissances, durant ces 30 dernieres années elle fut marquée par quatre périodes dont chaque une
a apporter des nouveaux critéres de classification :

e Premier période. C’est la période classique, ou seuls les criteres macro et micro
morphologiques, permettaient de différencier les genres entre eux.

e Seconde période. C’est la période d’utilisation de la chimio-taxonomie. Selon Goodfellow
et Minnikin, (1985), la chimio-taxonomie est I’utilisation des caracteres chimiques dans la
classification des organismes. Selon les travaux de Becker et al., 1964 ; Lechevalier et

Lechevalier (1970), certains constituants cellulaires (les acides aminés pariétaux, les lipides
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des enveloppes cellulaires et les sucres cellulaires) ont une grande importance taxonomique
dans la classification des actinomycetes, ces constituent on les retrouve généralement soit
dans la paroi ou dans la cellule entiére (Sabaou, 1988).

e Troisieme période. Durant la troisieme période naissait la taxonomie numérique, qui a
débuté dans les années 70, et qui combine I’outil informatique & de nombreux tests
physiologiques pour différencier les espéces de chaque genre entre elles (Smaoui, 2010).
Sneath et Sokal ont défini la taxinomie numérique comme "le groupement d'unité
taxonomique, en taxons a l'aide de méthodes numériques sur la base des états de leurs

caracteres” (Prescott et al., 2003).

Class Actinobacteria

Subclass Acidimicrobidae  Order Acidimicrobiales Family Acidimicrobiaceae
Subclass Rubrobacteridae  Order Rubrobacterales Family Rubrobacteraceae
Subclass Coriobacteridae  Order Coriobacteriales Family Coriobacteriaceae
Subclass Sphaerobacteridae Order Sphaerobacterales Family Sphaerobacteraceae
Subclass Actinobacteridae  Order Actinomycetales

Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Actinomycineae Micrococcineae Corynebacterineae Micromonosporineae  Propionibacrerinege
Family - | [Families ) | [Families T [ Family Families T
|.4£n'nrrmycem-ceae Micrococcaceae || Coryrebacterigreas | Micromomasporacear | Propionibacteriaceae
e e Brevibocteriaceos | Digtsiacear e s Nocardividaceoe
Callulomonadaceae | | Gordomigceae ’ e %
Dermabacteraceae Mycobacteriareae
Dermarophilacede Nocardiareae
| Intrasporangiaceae Trukawmire lace ae
Jonesigoeae
Microbacleriaceae
| Promicromonosporacede|
Suborder Suborder Suborder Suborder Suborder
Pseudonocardinege Streptomycineas Streptosporanginene Frankineae Glyconycineas
;Tnmi[_-,_- [ Family | Families =0 | [ Families | Ji'n.mii.}' =]
Preudonocardiaceas | Srrepim:.n:erut'eﬂ Slreplasporarglocens | Frankigoeae |G'.’}u'am_|..'.:'eranme
e -’ﬁf'm:mﬂ'ﬁ.-lpmcsw Acidothermaceae g S
Thermomonnsporaceae | Geodermatophilaceae

Microsphoeracear
| Sparichthyaceae

Order Bifidobacteriales Family Bifidobacteriaceae

Figure N° 03 : Systéme de classification hiérarchique proposé de la classe Actinobactéries basé sur

des analyses phylogénétiques des données de séquence ADNr 16S (Stackbrand et al., 1997).

Le procedé consiste a déterminer la présence ou I'absence des caracteres sélectionnés dans le
groupe d'organisme étudié. Pour faire une classification précise et fiable, il faut comparer de
nombreux caractéres, au moins 50 et il est également préférable d'inclure de nombreux types de

données différents : morphologique, biochimiques et physiologiques.

&
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Chacun des caractéres est codés 1 pour présence du caractere, ou 0 pour absence du
caractere. Les degrés de similitude entre individus sont finalement représentés sous la forme de
dendrogramme, et permettent de rassembler dans une méme classe de similitude les individus les
plus semblables (Kitouni, 2007 ; Prescott et al, 2003).

Actuellement et selon la classification du « Taxonomic Outline of The Procaryotes,
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology », seconde édition 2004 (Garrity et al., 2004), le
phylum Actinobacteria (bactéries & Gram positif et G+C % élevé) est constitué d’une seule classe
dénommée également « Actinobacteria ».

Cette classe est divisée en 5 sous-classes (figure N°03) : Acidimicrobidae, Rubrobacteridae,
Coriobacteridae, Sphaerobacteridae, Actinobacteridae. Chacune de ces sous classes est constituée
d'un ou de plusieurs ordres eux-mémes constitués d'une ou de plusieurs familles.

Dans La sous-classe des Actinobacteridae, l'ordre des Actinomycetales est subdivisé en 10
sous-ordres : Actinomycineae, Micrococcineae, Corynebacterineae, Micromonosporineae,
Propionibacterineae, Pseudonocardineae, Streptomycineae, Streptosporangineae, Frankineae et
Glycomycineae (Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et Schumann, 2000).

3.8. ldentification des actinomycetes

Les actinomycétes constituent un groupe bactérien tres varié dont I'appartenance ou non a un
genre donné est tres delicate a établir. L'étude des caracteres morphologiques, les caracteres
physiologiques et la composition chimique de la paroi cellulaire permettent de séparer ces
microorganismes avec une grande précision en groupes et genres différents et d'identifier ces

bactéries jusqu'au niveau de I'espéce (Lechevalier et al., 1977 ; Xu et Jiang, 1996).

3.8.1. Identification morphologique des actinomycetes
Plusieurs criteres morphologiques sont étudiés pour identifier les actinomycétes. Il s’agit
principalement de :
e Hyphes : présence, abondance et disposition des hyphes du mycélium végétatif ou du
mycélium aérien
e Spores : nombre, mobilité, forme, position sur les hyphes
e Présence de sporanges
e Présence de sclérotes ou de synnématas
e Résistance des spores a la chaleur
e Résistance aux traitements acides. (Schofieled et Schaal, 1981 ; Demain et Solomon
1985).
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3.8.2. ldentification chimio-taxonomiques des actinomycetes
Les caractéres chimiques étudiés sont :
e Composition du peptidoglycane.
e Composition en sucres cellulaires.
e Composition phospholipidique des membranes.
e Production d’antibiotiques.
e Tests biochimiques : Réduction du nitrate ; Hydrolyse de I'urée ; Hydrolyse de I’acide
hyppurique ; Synthése de mélanine (Streptomyces) (Lechevalier et Lechevalier 1985 ; Larpent
et Sanglier 1989).

3.8.3. Identification génomique des actinomycétes
Pour les caracteres génétiques, il s’agit d’analyser les points suivants :
e 9% GC de I’ADN.
e Digestions de I’ADN et analyse par électrophorése en champ pulsé
e Séquence de I’ADNTr 16S. (Stackebrandt, 1997 ; Ventura, 2007 ; Zhi 2009).

3.9. Les applications des actinomycetes
3.9.1. Les applications écologiques

Les actinomycetes sont presque partout dans la nature. Ils sont présents dans des sols
polaires gelés en permanence tout comme dans des sols désertiques chauds et secs, dans le pétrole
brut, les sols hautement contaminés avec des métaux lourds, les lacs extrémement alcalins et les
lacs salés. (Site web 1)

Certaines espéces d'actinomycetes semblent préférer certains habitats a d'autres. Par
exemple, les Thermoactinomyces et les Faenia se trouvent dans les composts, les foins en
fermentation et les condenseurs de refrigérateurs et de climatiseurs. Les Actinoplanes et les
Actinosynnema se rencontrent dans les sols cultivés et sur les débris végétaux qu'on trouve aux
bords des rivieres et des lacs ; Les Micromonospora au fond des lacs et des réservoirs ; Les
Streptosporangium a la surface des sols forestiers ; Les Microbispora et les Actinomadura dans les
sols de prairies et les sols cultivés. Les Streptomyces, si nombreux, se rencontrent presque partout.
(Site web 1)

La fonction écologique des actinomycétes au sein des écosystémes est la décomposition des
substances organiques. Les actinomycetes, fort nombreux dans les sols, se joignent aux autres

bactéries et aux champignons comme nettoyeurs de la nature et formateurs d’humus. Ils proliferent

.
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surtout quand I'action des bactéries ordinaires touche a sa fin, on pourrait dire qu'ils terminent leur
action. (Site web 1)

De plus, les actinomycétes du genre Frankia vivent en association avec de nombreux arbres
et arbrisseaux, tels que les aulnes, sur les racines desquels ils forment des nodules ou l'azote gazeux
est fixé. Le systeme Frankia-plantes ligneuses fixe, globalement, dans la biosphere presque autant
d'azote que le systéeme Rhizobium-légumineuses.

Les Frankia fixent aussi I'azote in vitro, tandis que les Rhizobium ne le font qu'in planta. Les
Frankia pénétrent les cellules des racines, qu'ils déforment, et y produisent des vésicules ou l'azote
est fixé grace a une nitrogénase. (Site web 1)

Tout le monde connait I'odeur de la terre fraichement labourée. Cette odeur est due surtout a
une huile neutre de bas poids moléculaire, la Géosmine, produite par les actinomycétes présents
dans le sol. Du sol, la Géosmine et autres métabolites odoriférants se répandent dans les eaux, les
rendant indésirables comme boisson a cause de l'odeur, ce qui pose un probléme dans la purification

des eaux potables. (Site web 1)

3.9.2. Les applications biotechnologiques

Les actinomycétes jouent un rdle important dans la production de divers agents
antimicrobiens et d'autres substances industriellement importantes telles que des enzymes.
(Mukesh, 2014).

Le potentiel d'actinomycétes dans la découverte de nouveaux composes ayant une activité
contre les micro-organismes a été réalisé, et ouvre donc des pistes intéressantes dans le domaine de

la biotechnologie et de la recherche biomédicale. (Mukesh, 2014).

Le point de vue métabolique des actinomycétes fournit non seulement un domaine
intéressant pour la recherche, mais offre également la possibilité de commercialisation des

métabolites générés dans le processus. (Mukesh, 2014).

Des enzymes telles que l'amylase, la lipase et les cellulases produites a partir des
actinomycetes jouent un rdle important dans I'industrie alimentaire, la fermentation, I’industrie du

textile et du papier.

Certaines enzymes utilisées comme agents thérapeutiques dans le cancer humain, principalement
dans la leucémie. Les actinomycétes sont utiles dans le traitement du cancer, la bioremediation et il
produit des antibiotiques précieux tels que la novobiocine, I'amphotéricine, la vancomycine, la

néomycine, gentamicine, chloramphénicol, la tétracycline, I'érythromycine, la nystatine, etc.
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Les actinomycétes sont également utilisés comme agents favorisant la croissance des plantes (aide a
produire I'normone de croissance végétale indole-3-acétique), des outils de biocontrdle, les agents
de biopesticides, des composés antifongiques, et biocorrosion et comme une source de cOmposes
agro-actifs. (Mukesh, 2014).

=
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1. Isolement et purification des actinomycetes

1.1.  Description des échantillons explorés

Notre étude a été menée sur deux types d’échantillons aimablement fournis par Professeur
Boudemagh : le premier échantillon « E1 »provient du sol d’El-Oued et le deuxieme d’une
Sebkha de la méme région « E2 » (figure N°04).

Une fois transportés au laboratoire, les échantillons sont immédiatement conserves au

réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation.

(a) (b)
Figure N° 04 : Echantillons provenant d’El-Oued .a) Echantillon du sol ‘E1” ; b) Echantillon
de la Sebkha ‘E2’.

1.2.  Prétraitement des échantillons
Chacun des deux échantillons sont divises en deux lots I'un est manipulé en état

humide (sans séchage) et I’autre est séché a I’air libre.

10 g sont prélevés a partir des deux échantillons et mis dans du papier aluminium et

laissé a I’air libre pour sécher pendant 21jours.

1.3. Méthodes d’isolement

Pour cette étude, 4 isolements ont été réalisés :

)
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-Milieu amidon caséine (Annexe 1), additionné de 100ug/l d’Amphotéricine B sans
prétraitement des échantillons.

-Milieu amidon caséine additionné de 100ug/l d’Amphotéricine B et de 7% de NaCl sans
prétraitement des échantillons.

-Milieu amidon caséine, additionné de 100ug/l d’Amphotéricine B. avec prétraitement des
échantillons

-Milieu amidon caséine, additionné de 100ug/l d’Amphotéricine B et de 7% de NaCl, avec

prétraitement des échantillons.

La solution d’antifongique est stérilisée par filtration sur membrane type millipore (de

0,22 um de porosité) et est ajoutée aseptiquement au milieu d’isolement en surfusion.

Des suspensions meres ont été préparées, apres avoir mis lgramme de chaque
échantillon dans des tubes a essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile, et agitée
vigoureusement pendant 5 minutes environ. Par la suite on réalise une série de dilution
décimale pour chaque échantillon jusqu’a 10,

L’ensemencement est réalisé en éetalant 0,1 ml de chaque dilution sur la surface du
milieu d’isolement. Les boites sont incubées a 30°C et observées quotidiennement pendant
une durée minimale de 30 jours. Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies
obtenues sont repiquées et ensemencees par la méthode des stries dans des boites de Pétri

contenant le méme milieu d’isolement, puis incubés pendant au moins 21jours a 30°C.

2. Observation des colonies au microscope optique

Afin de mettre en évidence I’aspect filamenteux caractéristique des actinomycetes, toutes
les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques a ces derniers, colonies
dures et incrustées dans la gélose, sont observées au microscope optique (Paralux), en
utilisant la coloration simple par le bleu de méthyléne, ainsi que la coloration de Gram.
L’observation au microscope optique est effectuée avec des grossissements gradués (x10,
x40, x100) (Kalyani et al., 2012).

3. Conservation des souches d’actinomycetes

Seules les colonies a Gram positif présentant les aspects caractéristiques des

actinomyceétes, sont conservés sur gélose inclinée sur le milieu amidon caséine a 4°C.
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4. Caractérisation morphologique des isolats

4.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle doit étre
parfaitement maitrisée car c’est le point de départ du choix des examens complémentaires a
effectuer, des milieux a ensemencer etc...

Pour chaque colonie répondant aux caractéristiques macroscopiques et microscopiques des
actinomycétes un frottis est réalisé. Ces derniers sont colorés en premier lieu par une solution
de violet de Gentiane qui est un colorant basique, pendant une minute. Ensuite les lames sont
rincés par une solution iodo-iodurée (Lugol) qui agit comme mordant en augmentant les
interactions entre le colorant et les cellules afin que celle-ci soient contrastées. Sans rincer les
lames sont inclinées a 45°, les frottis sont décolorés par lavage d’un mélange d’alcool et
d’acétone. Par la suite les lames sont rincées a I’eau distillée afin d’arrété la décoloration.
Enfin les frottis sont recoloré par un colorant basique de couleur rose : Fuschine de Ziehl,
pendant une minute puis rincés abondamment a I’eau du robinet.

Une fois séchées, les lames sont examinées au microscope optique & I’aide de I’objectif a
immersion (Gx100).

Les résultats sont photographiés a I’aide d’un appareil photographique numérique de marque
Canon Power ShotA1400 8 x Zoom.

5. Mise en évidence de la capacité des actinomycetes a utiliser quelques

pesticides comme seule source de carbone et d’énergie

5.1. Caractéristiques des pesticides utilisés

Dans cette partie, trois herbicides et deux fongicides ont été recueilli auprés des
agriculteurs des wilayas de Constantine, Jijel et Khenchla ; le quatriéme herbicide a
été aimablement fourni par Pr. Zertale A. responsable du Laboratoire des Techniques
innovantes de Prévention de I’Environnement (LPTE) Chaab-errassas Université des

Fréres Mentouri Constantine.

5.1.1. Caractéristiques des herbicides utilisés
Quatre désherbants ont été testés. Ce sont des formulations trés employés en agriculture

Algérienne, dans les grandes cultures et dans les cultures maraicheres.




Matériel et méthodes

e Le glyphosate

Il s’agit d’un herbicide systémique non sélectif, absorbé par les feuilles et véhiculé par la
séve jusqu’a l'extrémité des racines et rhizomes. L’Herbasate est efficace sur pratiquement
toutes les mauvaises herbes annuelles ou vivaces et n'est pas sélectif des cultures. (Annexe
N°02).

e Monuron
Fournis aimablement par le Laboratoire des Techniques Innovantes de Prévention de
I’Environnement. C’est une substance a 99% pure. Cet herbicide est non-sélectif inhibant la
photosynthése. Il est utilisé contre plusieurs graminées et mauvaises herbes dans les surfaces
de terre non cultivées. (IARC ; 1991). (Annexe N°02).
e Lancelot 450 WG
Lancelot WG 450 est utilise comme herbicide sélectif, destiné pour le contrdle des
mauvaises herbes a feuilles larges dans les cultures de blé et d'orge (Annexe N°02).
e Akopic 240 EC
Produit phytosanitaire a effet herbicide, non sélectif. Utilisé sur les cultures de tomates,
raisins, pomme de terre. (Annexe N°02).

5.1.2. Caractéristiques des fongicides

Ils permettent quant a eux de combattre de la prolifération des maladies des plantes
provoguées par des champignons ou encore des bactéries. lls peuvent agir différemment sur
les plantes soit en inhibant le systéme respiratoire ou la division cellulaire, soit en perturbant
la biosynthese des acides aminés, des protéines ou le métabolisme des glucides (El Azzouzi,
2013). Nous en avons testé deux, des plus utilisés en Algérie.

e Hexonate

L’hexonate est un fongicide a large spectre pour la lutte préventive et curative, il contient
50¢g/l d’Hexaconazole et appartient a la famille chimique des triazoles systémiques. 1l agit
efficacement sur un grand nombre de champignons et parasites rencontrés dans les cultures
arboricoles, maraichéres et vignes. (Annexe N°02)

e Duoplus

C’est aussi I’'un des fongicides les plus utilises en Algeérie, utilisé sur les cultures de céréales

.
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contre la Rouille/ Septoriose et les Oidium (Annexe N°02).

5.2.  Mise en culture

Les souches d’actinomycétes isolées et purifiées sont ensemencées sur le milieu
minimum de Vandermesse contenant un seul type de pesticide comme unique source de

carbone et d’énergie a une concentration de 1g/l (Hocinat et Boudemagh, 2016).

Les herbicides et les fongicides utilisées sont sous forme liquide et solide dont les
pesticides solides sont ajoutés au milieu minimum avant la stérilisation par autoclave (afin
d’assurer la stérilité du milieu) tandis que les pesticides liquides sont ajoutés séparément,

apres stérilisation par filtration sur membrane type millipore (de 0,22 um de porosité).

Les bactéries sont inoculées par stries serrées sur la surface du milieu et incubés
pendant 15 a 21 jours a 30°C.

La biodégradation est appréciée en comparant les cultures avec la croissance obtenue
sur le milieu minéral sans source de carbone servant de témoin négatif et avec le milieu

minéral additionné de pesticides servant de contrdle positif.
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1. Isolement et dénombrement des souches actinomycétales isolées a partir

d’ecosystemes arides

Apres 30 jours d’incubation & 30°C, 66 colonies présentent I’aspect macroscopique
caracteristique des actinomycetes. Ce sont des colonies d’aspect poudreux ou dures et
incrustées dans le milieu d’isolement utilisé (figure N°05). L’isolement des souches
actinomycetales a partir des échantillons de sol ‘E1’ et celui de la Sebkha ‘E2’ traités ou non
traités, sur le milieu Amidon-Caseine Agar additionné d’Amphotéricine B (100ug/l), et

complémenté ou non de 7% de NaCl, a conduit aux résultats rassemblés dans le tableau N°05.

Colonie Colonies
d’actinomycéte d’actinomycétes

(A) (B)

Figure N° 05 : Résultats de Iisolement a partir des deux échantillons : (A) E2, (B) E1 sur
milieu amidon-caséine additionné d’ Amphotéricine B.
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Tableau N°05 : Dénombrement des isolats d’actinomycetes des deux échantillons sur

le milieu Amidon Caséine Agar

Echantillons sans prétraitement Echantillons avec prétraitement

Echantillon E1 Echantillon E2 Echantillon E1 Echantillon E2

ACA+ amphotéricine B
(100 pg/ml)

ACA + amphotéricine B

(100 pg/ml) + 7% NaCl

ACA + amphotéricine B
(100 pg/ml)

ACA + amphotéricine B

(100 pg/ml) + 7% NaCl

ACA + amphotéricine B
(100 pg/ml)

ACA + amphotéricine B

(100ug/ml) + 7% NaCl

ACA + amphotéricine B
(100 pg/ml)

ACA + amphotéricine B

(100ug/ml) + 7% NaCl
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Selon les résultats rassemblés dans le tableau N°05, on constate que 66 colonies
différentes d’actinomycétes ont été isolées sur le milieu Amidon Caséine Agar dont 43
proviennent de I’échantillon tellurique ‘E1’ (sol de la région d’El Oued) et 23 proviennent de

I’échantillon ‘E2” (sebkha de la méme région).

Les travaux d’isolements sélectifs des actinomycétes halophiles a partir des milieux
extrémes sahariens (comme la Sebkha) sont relativement rares en Algérie (Boughachiche et al.,
2012 ; Reghioua etal., 2008). Meklat et al., 2011 ont isolés 52 souches d’actinomycétes a
partir des échantillons collectés de diverses régions sahariennes salines : Adrar, Béchar, Djelfa,
El Golea, El Oued, Ghardaia, Laghouat, Ouargla et Tolga. Djabellah, (2010) a isolé 63
souches actinomycétales a partir des échantillons prélevés de la Sebkha d’Ezmoul de la région
de Batna. Alors que Messoudi, (2013) a isolé 18 souches seulement d’actinomycetes a partir de
la sebkha de Kenadsa, située dans le sud-ouest de la wilaya de Béchar. Notre travail nous a

permis d’isoler 66 souches du sol et de la Sebkha de la région d’EI-Oued.
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Une distribution hétérogéne des actinomyceétes isolés a partir de chaque échantillon est
observée. En effet, les isolats obtenus sont d’aspects différents d’un échantillon a un autre. Ce
résultat est d’apres nous di a la différence dans les facteurs physico-chimiques, des deux
échantillons, surtout le degré de salinité et d’humidité. qui influent considérablement sur le
nombre ainsi que le type des actinomycétes qu’abrite le sol (Hop et al., 2012 ; Adegboye et al.,
2012). Selon Lee et Hwang. 2002, les trois facteurs écologiques les plus importants qui influent
sur la diversité des actinomycétes dans le sol sont : le pH, la matiere organique et I’humidité.
D’autre facteur sont aussi important comme la température du sol, le type du sol, la végétation et
I’emplacement géographique....etc. (Adegboye et al., 2012).

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau N°05, nous observons également une
différence importante du nombre de colonies d’actinomycetes isolées a partir des deux
échantillons, traité ou non traité. Le plus grand nombre de colonies d’actinomycétes prélevées
est obtenu a partir de I’échantillon sans prétraitement avec 48 bactéries actinomycétales contre
18 actinobactéries a partir de I’échantillon avec prétraitement. Ces chiffres ne corroborent pas
avec les travaux précédents et qui ont trouvé que le nombre d’actinomycetes isolés est
inversement proportionnel aux taux d’humidité des échantillons (Sykes et Skinner, 1973 ;
Basilio, 2003). En effet, le séchage des échantillons du sol a I’air libre pendant 21 jours, a pour
but la réduction de la flore bactérienne contaminante. Les conidiospores des actinomycétes
résistent bien a la dessiccation par rapport aux autres bactéries de coloration de Gram positif et
négatif qui vont pas résister (Khanna et al., 2011). Les travaux de (Fan et al., 2010), indiquent
qu’un séchage des échantillons du sol pendant 7 a 21 jours réduit considérablement le nombre

des champignons ainsi que les bactéries et aussi augmente le nombre des actinomycetes.

1.2. Effet de la concentration de NaCl sur le nombre des souches actinomycétales

isolées

Plusieurs méthodes et techniques d’isolement et de prétraitement des échantillons du sol, ont été
appliquées dans les différents programmes de screening des actinomycétes dans le sol, ils ont
tous comme objectifs de faciliter I’isolement sélectif des actinomycétes, qui ont une croissance
lente, par rapport aux bactéries et aux champignons, qui génent par leurs croissances rapides, la
multiplication des actinomyceétes.

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau N°05 et les diagrammes en batons de I’isolement

des actinomycetes on constate dans :
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121 Les échantillons ‘E1’et ‘E2’ sans prétraitement

Le nombre des actinomycetes isolés sur le milieu Amidon-Caséine Agar (ACA)
additionné d’Amphotéricine B & partir de I’échantillon du sol “‘E1’ a donné 32 souches alors que
le nombre d’actinomycetes isolé & partir de la Sebkha ‘E2’a donné 16 souches seulement (figure
N°06). Ces résultats peuvent étre expliqués par la richesse du sol ‘E1” en matiére organique. Nos
résultats sont conformes avec plusieurs travaux qui affirment que le nombre des actinomycetes
est en corrélation positive avec le pourcentage de la matiére organique (Hayakawa et al., 1988 ;
George et al.,2010) quel que soit le taux la salinité du sol (Lee et Hwang, 2002). Par contre
aucune colonie n’a pu étre isolée sur le milieu ACA additionné d’ Amphotéricine B et de 7% de
NaCl a partir de I’échantillon du sol ‘E1’ et de la Sebkha ‘E2’. Ceci peut étre di au fait que la
concentration a 7% de NaCl ajoutée au milieu d’isolement était trop faible et par voie de

conséquence défavorise la croissance des actinomycetes de ces échantillons.

122, Echantillons ‘E1’ et ‘E2’ avec prétraitement

Dans notre travail nous avons utilisé un seul prétraitement physique qui est le séchage a
I’air libre en plus de I'utilisation d’un milieu spécifique qui est I’Amidon-Caséine Agar pour
I’isolement des actinomycetes. D’apres certains auteurs, la technique universelle d’isolement des
actinomycétes n’existe pas. Il faut toujours varier les méthodes et les milieux d’isolement dans
un méme screening, afin de réussir I’isolement de la flore actinomycétale qui compose
I’échantillon étudié (Boudemagh, 2007). C’est la raison pour laquelle nous avons utilisés le
milieu ACA puisque plusieurs travaux ont confirmé que ce milieu est efficace pour I’isolement
sélectif des actinomycetes a partir d’écosysteme varié. Sharma et al., (2011) ont isolés 134
actinomycetes en utilisant uniqguement ce milieu. Gayathri et al., (2011) a utiliser ce milieu pour
isolés 20 colonies d’actinomyceétes a partir d’un sol salin.

D’apres la figure N°07 le nombre des actinomycetes isolé sur le milieu amidon- caséine
Agar (ACA) additionner d’ Amphotéricine B a partir de I’échantillon du sol ‘E1’ et a partir de
I’échantillon de la Sebkha ‘E2’ apres prétraitement par séchage a I’air libre pendant 21 jours a

donné 14 souches : 7 souches actinomycétales a partir de ‘E1’ et 7 souches a partir de ‘E2’.

Selon la figure N°08 le nombre d’actinomycetes isolé sur le milieu Amidon-Caséine
Agar (ACA) additionner d’ Amphotéricine B et de 7% de NaCl a partir de I’échantillon du sol
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‘E1’ et de la Sebkha ‘E2’ aprés prétraitement par séchage a I’air libre a donné 4 souches

seulement actinomycétales pour ‘E1’ et aucune souches pour ‘E2’.
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Figure N°06 : Effet de la concentration du NaCl sur le nombre d’actinomycetes isolés a partir

de I’ échantillon ‘E1’et ‘E2’sans prétraitement et avec 0% de NaCl.
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Figure N°07 : Effet de la concentration du NaCl sur le nombre d’actinomycétes isolés a partir
de I’echantillon ‘E1’ et ‘E2’avec prétraitement et sans I’ajout de NaCl.
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E1l E2

m Nombre d'actinomycétes isolé a partir de I'échantillon E1 et E2

Figure N°08 : Effet de la concentration du NaCl sur le nombre d’actinomycetes isolés a partir
de I’échantillon ‘E1’ et ‘E2’ avec prétraitement et avec 7% de NaCl.

2.ldentification morphologique des actinomycetesisolés

2.1. Caractéres culturaux des actinomycétes

Apres ensemencement sur le milieu ACA, les colonies d’actinomyceétes préalablement
purifiées apparaissent, toutes les souches se développent sur le milieu ACA a degré de
croissance faible.

Les colonies obtenues sont de taille différente (petite @ moyenne) et de forme variable
(bombée, aplatie....etc). Elles sont tous incrustées dans la gélose, possédant un mycélium
végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs différentes (transparente, jaune, blanche,

marron...etc).

Les caracteres culturaux des souches les plus représentatives sont regroupées dans le
tableau N°06.
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Tableau N°06 : Caractéres culturaux des isolats les plus représentatifs.

Isolat Echantillon Caracteres macroscopiques

Al10 El e Colonies de taille moyenne & masse sporale de couleurblanche
e Forme irréguliere, a surface plate et au centre surélevé

e Lescolonies sont opaques d’aspect muqueux

All El e Colonie de taille moyenne a couleur jaune
e Forme ronde, bombée a contour régulier, d’aspect crémeux
Al7 El e Colonie de petite taille, ronde, @ masse sporale jaune blanchatre
e Forme ronde, plane, a contour régulier, d’aspect poudreux
Al9 El e Colonie de petite taille et de couleur blanche brillante

e Colonies punctiformes, planes, d’aspect muqueux

B10 E2 e Colonie de petite taille, de couleurbeige
e Colonies circulaires, bombée a contour irrégulier, d’aspect
poudreux
S5 E2 e Colonie de taille moyenne et de couleurorange

e Forme circulaire, plane, a contour irrégulier, d’aspectcrémeux

S4 E2 e Colonie de petite taille et de couleur jaune

e Forme circulaire, bombée a contour régulier, incrustée dans la
nélnce

2.2. Aspect microscopique des actinomycétes

D’apres la coloration de Gram, I’observation microscopique montre que la plupart des
souches d’actinomycétes isolées et purifiés sont des bactéries filamenteuses a coloration de
Gram positive comme le montre la Figure N°10. Les résultats sont photographiés a I’aide d’un
appareil photographique numérique de marque Canon Power ShotAl1400 8 x Zoom. Les
actinomyceétes se présentent sous forme de filaments fins, ramifiés et enchevétres, ces filaments
se fragmentent pour certains ou pas pour d’autre en élément bacillaires ou ovoides. Il est
signalé apres ces résultats, que les travaux sur I’isolement des actinomycetes sont un peu
spéciaux, en effet, il ne faut jamais écarter certaines colonies sous prétexte que I’aspect
macroscopique ne ressemble pas aux actinomycetes. Il est impératif d’abord, de réaliser une

observation microscopique apres coloration de Gram.
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(A) (B)

Figure N°10 : Aspect microscopique de la souche ‘E1 Al5’et ‘E1 A23’ aprés coloration de
Gram (Gx100).

A) Aspect filamenteux du mycélium de la souche ‘E1 A15’ ; B) fragmentation du mycélium en

éléments bacillaires de la souche ‘E1 A23".

3. Mise en évidence de la capacité des actinomycétes a utiliser quelques

pesticides comme seule source de carbone et d’énergie.

A partir des 66 souches actinomycétales isolées et purifiées, nous avons sélectionné 20
souches sur la base de leurs caracteres morphologique pour la poursuite de notre travail.
La capacité de croissance des isolats d’actinomycetes a été mise en évidence sur le milieu
minimum de Vendermess additionné des pesticides : Akopic 240 EC, Duoplus, Glyphosate,
Hexonate, Lancelot 450 WG et le Monuron comme seule source de carbone et d’énergie. Les
résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau N°07. L’incapacité de dégrader ces pesticides
se traduit par I’absence de croissance. Dans le cas contraire, les souches présentant une bonne

croissance.
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Tableau N°07 : Mise en évidence de la capacité des isolats a utiliser quelques

pesticides comme seule source de carbone et d’énergie.

esticides | MM+ MM+ MM+ | MM+ MM+ MM+ MM+ MM+
Isolat Pesticide | Akopic | Duoplus | Glyphosate | Hexonate | Lancelot | Monuron
Temoin® | Temoin™ | 240 450 WG

Souches EC
E1 A10 - - +/- +/- ++ ++ ++ +/-
E1ALL - - +/- +/- + + + +/-
El Al17 - - - - +/- +/- - +/-
E1 Al19 - - - - + +/- ++ -
E2 B9 - - +/- = + +/- +/- +/-
E2 B10 - - - - - - - -
E2 B11 - - - - - - - -
E2 B12 - - - - - - - -
E2 B13 - - - - - - - -
E2 B14 - - - - - - - -
E2 B15 - - - - +/- - + -
E1 A20 - - +/- - +/- - +/- -
E1A21 . . - - ++ + ++ +/-
El A22 - - - - + + + +/-
El A23 - - - - +/- +/- - -
E1l A24 - - - - +/- - +/- -
E2 S6 . . - - ++ - - ++
E2 S4 - - - - ++ +/- - +
E2 SS3 - s ++ s ++ - - ++
E2 S5 - - - - ++ - - ++

(++) : Bonne croissance. (+) : croissance moderée. (+/-) :
absence de croissance.

croissance faible. (-) :
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Nous constatons que seuls les isolats E1 A10 et E1 All soit 10% des souches testées, ont
pu croitre sur le milieu minimum additionné du fongicide Duoplus, (figure N°10). Ce résultat
montre que les deux matiéres actives a savoir (Difénoconazole et Propiconazole) sont difficile a
biodégrader ensemble. D’apres la littérature, dans le sol, ces deux molécules ont une demi-vie
dans les conditions aérobies de 103 a 1600 jrs en anaérobie elle est de 679 a 947 jrs. lls sont par
conséquent considérés comme étant trés persistants. Dans les milieux aquatiques, le Duoplus est
également trés persistant en conditions aérobies (avec une demi-vie de 307 a 494 jrs) et en

milieu anaérobie (elle est de 411 jrs) (Site web 3).

En ce qui concerne le glyphosate, nous observons que 75% des souches testées ont pu
croitre sur le milieu minimum additionné de cet herbicide dont 30% des souches présente une
bonne croissance (E1A10, E1A21, E2S4, E2S6, E2SS3) 20% (E1A11, E1A19, E2B9, E1A22)
présentent une croissance modeérée et 25% (E1A17, ELAL5, E1A20, E123, E1A24) présentent
une faible croissance (figure N°11). La capacité des isolats a dégrader un pesticide prouve que

les souches sont capables de produire les enzymes responsables de sa biodégradation.

Pour I’herbicide Akopic 240 EC : 20% des souches (E1 A10, E1 All, E2 B9 et E1 A20)
présentent une faible croissance et seulement 5% (E2 SS3) présentent une bonne croissance.
75% des souches ne présentent aucune croissance sur le milieu minimum additionné de cet
herbicide (figure N°12).

Pour le fongicide Hexonate, 5% des souches (E1 A10) présentent une bonne croissance,
15% (E1 All, E1 A21 et E1 A22) présentent une croissance modérée, alors que 25% (E1 Al7,
E1 A19, E2 B9, E1 A23 et E2 S4) présentent une faible croissance sur le milieu minimum

additionné de ce fongicide (figure N°13).

Pour I’herbicide Lancelot 450 WG : 15% des souches (E1 Al10, E1 Al9, E1 A21)
présentent une bonne croissance, 15% (E1 All, E2 B5 et E1 A22) présentent une croissance
modérée alors que 15% (E2 B9, E1 A20 et E1 A24) présentent une faible croissance sur le

milieu minimum additionné de cet herbicide (figure N°14).

Pour I’herbicide Monuron : 15% des souches (E2 S6, E2 SS3, E2 S5) présentent une
bonne croissance, 5% (E2 S4) présente une croissance modérée, alors que 30% (E1 Al0, E1
All, E1 Al17, E2 B9, E1 A21 et E1 A22) présentent une faible croissance sur le milieu

minimum additionné de cet herbicide (figure N°15).
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A partir de ces résultats, on peut constater que I’herbicide Glyphosate est le plus
dégradable (figure N°16), suivis par I’herbicide Monuron ensuite le fongicide Hexonate et
I’herbicide lancelot 450 WG, puis I’herbicide Akopic 240 EC et en fin le fongicide Duoplus
(avec une trés faible dégradation, il est le moins dégradable) (figure N°17).

Il est & signaler par ailleurs que 25% des isolats (E2 B10, E2 B11, E2 B12, E2 B13 et E2
B14) n’ont pu croitre sur aucun des six 6 pesticides testés dans cette étude. Ce résultat montre
que les enzymes de biodégradation de ces pesticides sont absents chez ces isolats.

Il est a noter également, que les souches (E1 A10 et E1 All) sont les seules qui ont
montrées une aptitude a dégrader les 6 pesticides. Ces deux actinomycétes méritent d’apres
nous une attention particuliére car nous avons la, deux candidats trés prometteurs qui peuvent

étre utilisé dans la bioremediation des sols pollués par ces pesticides.

12%

10%

6%
B Taux des actinomycetes

faible croissance

Figure N°10 : Pourcentage des isolats capable de biodégrader le Duoplus.
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Figure N°11 : Pourcentage des isolats capable de biodégrader le Glyphosate.
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Figure N°12 : Pourcentage des isolats capable de biodégrader I’ Akopic 240 EC.
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Figure N°13 : Pourcentage des isolats capable de biodégrader I’Hexonate.
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Figure N°14 : Pourcentage des isolats capables de biodégrader le Lancelot 450 WG.
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Figure N°16 : Résultat positif de la biodégradation du Glyphosate par la souche E1 A10 et E1
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Figure N°15 : Pourcentage des isolats capables de biodégrader le Monuron.
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Figure N°17 : Résultat négatif de la biodégradation du Duoplus.
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Conclusion et perspectives

Notre travail est basé sur deux objectifs : le premier consiste en I’isolement des
actinomycetes a partir de deux écosystemes extrémes (sol arides, sebkha) de la région d’El-
Oued, le deuxieme est la mise en évidence de la capacité des actinomyceétes isolés a utiliser 6
pesticides comme seule source de carbone et d’énergie. 66 souches actinomycétales ont été
isolées sur milieu ACA a partir de ces deux sites. Parmi elles, 20 ont été sélectionnés pour
tester leur aptitude a utiliser ces pesticides. Les testes de biodégradtion ont été effectués sur
un milieu minimum complétement exempte de source de carbone, additionné de chaque
pesticide. Les résultats montrent que 75% des actinomyceétes sélectionnés ont dégradés
I’herbicide Glyphosate. 25% ont pu dégrader I’herbicide Akopic 240 EC, 45% ont dégradés le
fongicide Hexonate, 45% ont dégradé I’herbicide lancelot 450 WG, et 50% ont pu dégrader
I’herbicide Monuron. Tandis que 10% seulement d’entre eux ont pu dégrader le fongicide
Duoplus. Dans nos résultats apparait également que deux isolats d’actinomycetes E1 A10 et
E1 All sont les seules qui ont montrées une aptitude a dégrader les 6 pesticides.

Ces résultats indiquent que les actinomycétes présents dans les sols sahariens peuvent
étre des acteurs trés efficaces contre les problémes de pollution par ces pesticides. Ces
bactéries, peuvent par conséquent étre utiliser comme des agents de dépollution dans les sols
contaminés par ces pesticides. Nous soulignons surtout I’aptitude et le grand potentiel que les
deux isolats E1 A10 et E1 A1l possédent, en dégradant I’ensemble des pesticides testés. Ces
deux souches peuvent d’étres utilisés en bioremeédiation des sites Sahariens pollués par ces
pesticides largement utilisés en Algérie, ou servir comme agents de bioaugmentation dans les

autres sites telluriques.

Nous souhaitons dans [I’avenir, étudier in vitro, les cinétiques de deégradation des
pesticides par ces deux souches actinomycétales actives. Il serait indispensable également de
les identifier par méthodes moléculaire. Nous espérons étudier leur potentiel physiologique et

adaptatif.
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Annexe

Annexe 1

Composition des milieux de culture et solutions utilisées

Amidon-caséine

Amidon 10g

Caséine 19

K2HPO,4 0.5g

Agar 159

Eau distillée gsp 1000ml
pH=7,3

Eau physiologique
NaCl 99
Eau distillée gsp 1000ml

Milieu minimum: (Vandermess, 1996)

KNO3 13,76 g/l
KH2PO4 1,78 g/l
Na2HPO4, 2H20 4,66 g/l
Na2SO4 9, 68 g/l
MgSQs, 7H20 0,8ql/l
EDTA 10 mg/I
FeSO4, 7H20 5mg/l
MnClz, 4H20 1,22 mg/l
ZnSQqy, 7TH20 0, 25 mg/l
CuSQOq4, 5H0 0,2 mg/l
CaCl, 2H.0 1 mg/l
Na2MoQOg4, H20 0, 2 mg/l

pH=7



Annexe

Annexe 2

Tableau N°01 : Propriétés de I’herbicide Glyphosate

N-(phosphonométhyl)glycine.

Nom commercial
Matiere active
Concentration

Structure chimique

Formule brute
Etat physique
Usage

Dose utilisée

Propriétés physico-chimiques :

Masse molaire
Tempeérature de fusion

Température d’ébullition

Glyfozell 36 SL, Glyfonut, Herbasate
Glyphosate
3609/1

O @)

I R
HO™ | OH
HO

C3HgNOsP

Liquide

Herbicide

4-6 I/ha

Valeurs :

169,0731 g/mol

230°C (décomposition)
230°C (décomposition)



Annexe

Tableau N°02 : Propriétés de I’herbicide Monuron

Nom chimique : 3-(4-Chlorophenyl)-1,1-dimethylurea

Formule brute

CoH1:CLN2O
Structure chimique Cl
@
B y-CHe
H  CH,
Usage Herbicide
Propriétés physico-chimiques : Valeurs:
Etat physique Solide cristallin
Odeur Inodore
Couleur Blanc
Masse moléculaire 198,65
Densité 1,27g/ml a 20°C
Solubilité dans I’eau 0,29/l 2 20°C
Point de fusion 170°C
Inflammabilité Ininflammable

Tableau N°03 : Propriétés de I’herbicide Lancelot.

Identification du produit : Valeurs :

Etat Granulées

Type du produit Granulés dispersibles dans I'eau ‘WG’
Usage Herbicide

Matiere active Aminopyralide + florasulam
Concentration 3009/ kg + 150g/kg

Dose utilisée 33g/ha



Annexe

Tableau N°04 : Propriétés de I’herbicide Akopic.

Identification du produit : Valeurs :
Etat Liquide
Type du produit Concentrés émulsionnables ‘EC’
Usage Herbicide
Matiere active Clodinafop-propargyl + Kérosene (comme
solvant)
Formule brute Ci7H13CIENO4
Cl
F N/
Structure chimique = N
T O
O
Etat physique Liquide
Couleur Marron claire- marron
Odeur Aromatique (kérosene)

Point d’ébullition

220-300°C

Densité [kg/m3]

1080 + 15 (20°C)

Pression d’evaporation

3.19 x 10E-3 mPa; (25°C)

Viscosité 32.5 5 (40°C)
Solubilité dans I’eau Emulsifiable
Inflammabilité Ininflammable



https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlore
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fluor
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne

Tableau N°05 : Propriétés du fongicide Hexonate.

Annexe

Formule moléculaire brute C14H17C12N30

Nom systématique

2-(2,4-Dichlorophenyl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)hexan-2-ol

Matiére active

Hexaconazole

Concentration 5%
Structure chimique N=—/\
’ N
N \//
HO
ClI ClI
Usage Fongicide
Propriétés physico-chimiques : Valeurs :
Etat physique Liquide
Odeur Inodore
Couleur Blanc
Masse moléculaire 314.21 g-mol™
Point de fusion 111°C

Dose utilisés

400ml/ha , 600ml/ha, 800ml/ha

Tableau N°06 : Propriétés du fongicides Duoplus.

Matiere active Difenoconazole + Propiconazole
Concentration 15% + 15%
Etat physique Liquide, Concentrés émulsionnables‘EC’
Odeur Aromatique
Couleur Marron
Dose utilises 500ml/ha
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