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Introduction générale

La prise de conscience de la nécessité de protégecultures est certainement
simultanée a la naissance de I'agriculture (Schigvi®78). Depuis le Néolithique, I'Homme
tire sa subsistance principale de 'agricultureagprend au fur et a mesure a promouvoir les
especes exploitées et a contrer leurs compétit@urelle soit avant ou apres la récolte, la
lutte contre les nuisibles des cultures se fit dtdbpar des procédés physiques et manuels,
puis par des méthodes chimiques. Homeére et PliAacieén relatent respectivement
fumigations soufrées et usage de I'arsenic commecticide. Au Moyen Age, l'utilisation de

sels d’arsenic est relatée contre les Fourmis.

Empiriques, ces tentatives contre les ravageuenfuen général peu efficaces. Il faut
attendre I'emploi, en 1763, de jus de tabac sumpéebers infestés de pucerons pour attribuer
un résultat convaincant a un traitement organiqueuse culture. Jusqu’a la premiére moitié
du XXeme siecle, les produits phytosanitaires sesgentiellement des dérives minéraux
(arsenic contre le doryphore de la pomme de terxeEats-Unis, sulfate de cuivre contre le
mildiou de la vigne en France...) ou végétaux (roténissue des racines de Derris malaisien
ou Lonchocarpus américain, pyrethre issue dessfléechrysanthéme) (Calhettal., 2005).

A partir de 1931 apparaissent les pesticides onggasi de synthése tels que les
organochlorés dont le DDT (dichlorodiphényltricldéthane) (Mouchet, 1994). Cependant,
afin de pouvoir pénétrer dans les organismes a atirebles pesticides doivent franchir des
barriéres lipidiques (cuticule des plantes, chities insectes et des mycetes). Pour cela, des
formulations trés lipophiles difficilement dégratks sont d’abord recherchées. Ces
caractéristigues mémes amenérent ces pesticideEc@umuler dans les corps gras et les
tissus riches en lipide, notamment chez I'Hommea @blluer durablement les sites traités
(produits rémanents). Lorsque ce phénomene a atdate, d’'autres pesticides, plus toxiques
et donc d'action plus rapide mais plus rapidemeggradés, furent promus: les
organophosphorés comme le malathion (1950). Bied#s pesticides plus spécifiques furent
élaboreés, tantdt en copiant des pesticides d’'aigigétale (pyréthrinoides, 1974), tantdt en
stimulant les défenses naturelles des plantes €piysaluminium, 1977) mais surtout peu

lipophiles (glyphosate, ammonium quaternaires...3giiiet al, 2006).
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Depuis cette date, la consommation des pesticistegjours en croissance. De 140
tonnes de pesticides en 1940, la consommationcadlle mondiale est passée en 1997 a
600 000 tonnes. Ainsi en 1991, environ 23 400 pitedpesticides étaient enregistrés par
I’Agence de Protection de I'Environnement aux Etatss (UIPP, 2007).

Aujourd’hui, ce sont plus de 500 matieres activeasi gont utilisées dans
'environnement et la consommation annuelle esimést a environ 4 millions tonnes au
niveau mondial. Seulement environ 1% de cette dp@aatrive directement sur les parasites
cible, tandis que prés de 30 a 50% de la quanété ptre perdue dans l'air (Gavrilescu,
2005 ; Gil et Sinfort, 2005).

L'utilisation intensive des produits phytosanitairentraine également différentes
pollution des eaux et des sols. Cette contaminagisinrégie par plusieurs facteurs, les
propriétés physico-chimiques et hydrauliques dés &5 propriétés des pesticides et le mode
d’application (Gavrilescu, 2005 ; Schieweck adt, 2007). De part leurs caractéristiques
physico-chimiques, ces composés présentent desedammpur I'environnement et les
organismes vivants. lls entrent dans la chaineeltaire, et finissent, a termes, par menacer

la santé humaine.

Ce travail de recherche s’inscrit dans le contexée pollution des sols par les
molécules xénobiotiques qui par définition sont debstances possédant des propriétés
toxiques méme a de trés faibles concentrationsn Bige ces xénobiotiques puissent étre
d’origine naturelle et utilisés dans le cadre dedanpétition inter-especes (Colemenal,
1997), une majorité a une origine anthropique. Uodution est définie comme une
introduction dans I'environnement (air, eau, sad) slbstances portant atteinte a la santé
humaine et aux écosystemes. Elle est essentieltedidenaux activités humaines. Ainsi, la
révolution industrielle entamée au XIXeme sieclargement contribué a I'état de pollution
actuel de notre environnement. La prise de conseigles atteintes a I'environnement n’est
gue relativement récente puisque le premier meeatitggnational sur les sols pollués n’a eu
lieu gu’'en 1985 au Pays Bas. Ce fut I'occasion etmmnaitre le besoin de comprendre les
processus a l'origine de ces pollutions et de teowes moyens possibles de dépollution
(Assink and Van den Brink, 1986). Les pollutionssiil sont d’origine industrielle, agricole
ou urbaine et ces différentes sources entrainenirésence de nombreuses molécules
xénobiotiques différentes. Ainsi, les polluants amigues d’origine agricole incluent les

fertilisants et les pesticides.
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Il est donc primordial de mettre en ceuvre des neyd® dépollution des sites
contaminés. Leur réhabilitation peut étre s&adi par traitement physico-chimique sur
site ou apres excavation des sols. Ces tggbsi sont colteuses et non respectueuses
des écosystemes. Cependant, pour certains polloagasiques (les hydrocarbures et certains
solvants chlorés), une approche par bioremédigigan étre envisagée. Elle utilise le pouvoir
épurateur des microorganismes de I'environnemeptésente 'avantage d’étre peu invasive

et moins onéreuse.

Les bactéries présentes dans presque tous les dgpb®topes rencontrés sur terre
sont les organismes les plus ubiquitaires de ruteéte. Elles peuvent étre isolées du sol,
des eaux douces, marines ou saumatres, de l'arpddgondeurs océaniques, des déchets
radioactifs (Fredricksoet al, 2004), de la crodte terrestre, sur la peau e$ tiamestin des
animaux, mais elles peuvent également étre rer@mmtdans des environnements plus

extrémes tels que des lacs salés, des banquisespulees d’eau chaude, des sols arides, etc.

Nous estimons que le nombre de cellules bactériednas la biosphére se situerait
entre 4 et 6 1030 (Whitman at., 1998), représentant une grande partie de la lssende
notre planéte. Les bactéries ont une importancsidérable dans les cycles biogéochimiques
comme par exemple dans ceux du carbone ou de daaa@c un réle fondamental dans la
fixation de l'azote atmosphérique, fonction qui eabcoup été étudiée depuis plusieurs

dizaines d’années (Vitousek, 1991).

La capacité des bactéries hétérotrophes a dégramedarge variété de composes
organiques est exploitée pour le traitement des gmllués dans des stratégies de
bioremédiation ou pour le traitement des eaux ugéesikawa, 2003). Des bactéries sont
également utilisées dans les fosses septiquespassurer |'épuration.

La biodégradabilité de certaines familles de peg a été bien étudiée. Ainsi, la
biodégradation des hydrocarbures mono-aromatiquas BIEX (benzéne, toluéne,
ethylbenzéne et les trois isomeéres du xyl@aea-, ortho- et meta) est bien documentée. De
nombreux microorganismes aérobies, capables datileser, ont été isolés et les voies de
dégradation ainsi que les enzymes impliguées samues. Par contre, la biodégradabilité
d’autres familles chimiques est mal connue. Ce mardg connaissances est soit lié au fait
gue des études approfondies n'ont pas été condwstes a la difficulté a isoler des

microorganismes dégradant ces produits.
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En Algérie, comme ailleurs, les agriculteurs ugifisabondamment les pesticides. En
conséquence, le risque de pollution des ressowoegau par les résidus de produits
phytosanitaires est susceptible d'étre tres éldMéme si l'activité agricole s’efforce

maintenant de présenter une image de qualité gtedervation du milieu environnemental.

Parmi les produits phytosanitaires disponibles lsumarché Algérien, le Roundup
(glyphosate) est I'herbicide le plus utilisé a hélle mondiale (Amand et Jacobsen, 2001).
Etant un herbicide facile d’empiloi, efficace etfdible codt, il a été appliqué massivement, en

résultant une contamination chronique des solsedes souterraines et de surface.

Le territoire Algérien est caractérisé par un ésttaye mediterranéen au Nord, aride
au Sud et une région intermédiaire semi-aride. Madlgtilisation intensive du glyphosate en
Algérie dans ces différents écosystemes, aucurtieemgte n'a portée sur lisolement des
bactéries capables de dégrader cet herbicide tef\g@riens et sur leur éventuelle activité

et/ou adaptation contre ces molécules.

Plusieurs souches bactériennes qui étaient capdbéldggrader le glyphosate ont été
isolées, la plupart de ces bactéries ont été isaérartir de sites déja traités par I'herbicide.
Cependant, il ya peu de rapports sur l'isolemertiadgéries provenant de sites non traités et
aucun rapport de bactéries dégradant le glyphosakées des sols Sahariens. Les rapports
précédents ont été principalement axés sur le @¢gisdes bactéries pour leur capacité a
dégrader le glyphosate. Cependant, les études stwemi sur la régulation physiologique
dans les cellules bactériennes sont plutot raresstkoveet al, 2012). Ainsi, l'optimisation
des conditions de culture est importante pour cemgne cette régulation physiologique, et
I'identification de ces conditions rendra possible savoir quels facteurs peuvent étre
appligués pour les bactéries dans les sols au amrk bioremédiation. La plupart des
informations sur I'effet non-cible du glyphosateypennent des études sur des sols agricoles.
La connaissance de la réponse des microorganiseesals forestiers au glyphosate est
limitée, et aucune étude traitant la réponse desomiganismes des sols Sahariens n'a été

faite au paravent.

Dans ce contexte, et dans la mesure ou la contéiorindes sols Algériens par le
glyphosate est avérée, nous avons choisi cettecomielour mener notre étude, qui s’articule
autour d'un axe principal, a savoir I'étude descéms bactériennes capables de dégrader le

glyphosate pour une éventuelle application bioteldgique dans une stratégie de
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bioremédiation . Afin de prendre en compte la ditérdes sols Algériens, nous avons retenu
pour notre étude trois sols différents, un soldtie, un sol agricole de Constantine et un sol
Saharien de Biskra. Ces sols aux propriétés physitnique contrastées, sont représentatifs

des régions arides et semi-arides.

Pour isoler des bactéries capables de dégradambitide glyphosate, un ensemble
d’expérimentations sera mis en ceuvre. Le processegpérimentation est basé sur
'augmentation progressive de la concentrational@ten glyphosate dans le milieu de culture
contenant ce composé comme seule source de cadbode phosphore afin de créer une
tension sélective ou seules les bactéries quitedsiau glyphosate et peuvent l'utiliser reste

dans le milieu.

Pour [lidentification des souches, éventuellemeisiplées, les caractéristiques
génotypiques et phénotypiques de ces souches saralysées en utilisant plusieurs

techniques.

Considérant, la variabilité de la capacité de démian des microorganismes, nous
entreprendront, dans un premier temps, une étuda dégradation du glyphosate par les
différentes souches isolées, purifiées et ideesfién conditions de culture contrdlées en
mesurant la turbidimétrie des milieux de culturéin ade comparer la croissance des
différentes souches testées et trouver parmi Ekesouches les plus performantes. Dans un
deuxieme temps certaines conditions de cultures esisouches seront étudiées afin de les

optimiser dans le but de fournir une efficacité meade de la dégradation du glyphosate.

Enfin, les effets secondaires du glyphosate surtiVid@ microbiologique du sol
forestier et du sol Saharien seront déterminés I'@éaaluation de la composition des
microorganismes cultivables et de la respiratiorsalea avant et apres traitement par
I'herbicide. Cette expérimentation devait nous eégiser sur les risques écologiques du
glyphosate. L'utilisation de deux terres différentélevrait également nous permettre
d’apprécier l'influence des caractéeres physico-éhiras du sol sur I'impact du glyphosate sur

I'activité microbienne du sol.

Les résultats de ces travaux font I'objet de delepdres successifs précédés d’'une
étude bibliographique abordant d’'un coté les ppalgs espéces microbiennes isolés jusqu’a
maintenant capables de dégrader les composés plgzsphorés et plus particulierement le

glyphosate ainsi que leur mécanismes de dégraddfbml’un autre coté, les principaux
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travaux réalisés sur 'impact du glyphosate sunieroflore du sol. Enfin, dans la conclusion
générale, nous tenterons de mettre en avant legspioiportants apportés par notre travail,

ainsi que nos futures perspectives.



{ Etude bibliographique }
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1. Généralités sur les pesticides

1.1. Définition d’un pesticide

Selon le Code de conduite de la FAO sur la distioibuet I'utilisation des pesticides
(Version novembre 2002), «un pesticide est unetanbe ou association de substances
destinée a repousser, détruire ou combattre legyeavs, y compris les vecteurs de maladies

humaines et animales, et les espéces indésirablglates ou d’animaux ».

D'un point de vue réglementaire, nous distinguores Ipesticides utilisés
principalement pour la protection des végétaux aqumis appelons produits phyto-
pharmaceutiques (directive 91/414/CE) ou plus conmément produits phytosanitaires et
d’autres dénommeés biocides (directive 98/8/CE).dample, un insecticide sera un produit
phytosanitaire s'il est utilisé sur du blé maishiocide dés lors qu'il est utilisé sur du bois de

charpentes (Devillerstal., 2005).

De maniere plus concise, les produits phytosargaisont définis comme des
substances dont les propriétés chimiques contribéuda protection des plantes cultivées et
des produits récoltés, ils améliorent ainsi a ls fa quantité et la qualité des denrées
alimentaires. Leur composition et leur structuretdees variées, de sorte que leurs propriétés
physiques, chimiques et biologiques le sont agssgui explique leurs multiples usages, leurs
dangers, ainsi que les difficultés rencontrées piéarire et prévoir leur devenir dans les sols
(Gariido Frenichketal., 2004).

1.2. Composition et formulation

Les produits phytosanitaires contiennent une owsi@lus substances chimiques
minérales ou organiques, synthétiques ou natur&liegx utilisés aujourd’hui sont, la plupart,

de nature organique dont un petit nombre est ¢éxtuadlérivé des plantes.

Les formulations sont en générale composées d'ur@usieurs substances actives et
d’'un ou plusieurs adjuvants. La substance actiwzoexune action générale ou spécifique sur
les organismes nuisibles ou sur les végétaux t elés qui confére au produit I'effet désiré.
L’adjuvant quant a lui est une substance dépoudiaivité biologique jugée suffisante dans

la pratique, mais capable de modifier des promipté/siques, chimiques ou biologiques des
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produits phytosanitaires. Il renforce [l'efficacitéa sécurité du produit et sa facilité
d’utilisation (ACTA, 2006 ).

La formulation correspond, aussi, a la forme pipysi sous laquelle le produit
phytopharmaceutique est mis sur le marché. Obtpauée mélange des matiéres actives et
des adjuvants, elle se présente sous une multteidermes, solides ou liquides. La teneur en
matiere active s’exprime en g/l pour les formulasidiquides et en pourcentage (%) pour les
formulations solides. La dose d’emploi en produitnmercial s’exprime en I/ha pour des
formulations liquides et en kg/ha (ou parfois emay/pour les formulations solides. La dose

d’emploi en matiere active s’exprime toujours emag/(Coulibaly, 2005).
1.3. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le harsont caractérisés par une telle
variété de structures chimiques, de groupes fomotils et d’activités biologiques que leur
classification est complexe. D’une maniére géndeseoesticides peuvent étre classés selon

deux fagons: selon les organismes vivants viséslen leurs caractéristiques chimiques.
1.3.1. Classification chimique
Il existe trois catégories de pesticides.
- les pesticides inorganiques

Il n'existe plus d’insecticides inorganiques etagul herbicide est encore employé,
aujourd’hui, comme désherbant total, le chlorate sdeium. L'essentiel des pesticides

inorganiques sont des fongicides a base de soudfie @iivre.
- les pesticides organo-métalliques

Ce sont des fongicides dont la molécule est dmégtipar un complexe d’'un métal
tel que le zinc et le manganése et d’un anion éggendithiocarbamate. Des exemples de ces
pesticides sont le mancozebe (avec le zinc) etdeelme (avec le manganese) (Cabtal.,
2005).
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- les pesticides organiques

Il existe actuellement plus de 80 familles ou s¢ashimiques mais leur appellation
sont parfois arbitraires. Les principales famildgsmiques de pesticides identifiés par des
groupes d’atomes constituant une fonction chimiqo@ticuliere sont: les acides
carboxyliques, les amines, les carbamates, lesdthamates, les hétérocycles azotés, les
azoles, les organophosphorés, les pyréthrinoidesyiées substituées, les sulfonylurées, les

uraciles et les diphényles éther (Pesticide Mari985).
1.3.2. Classification biologique

Selon les organismes vivants visés, nous distimguplusieurs catégories de

pesticides dont les principales sont les insedgites fongicides et les herbicides.
- Les herbicides

Les herbicides représentent les pesticides les giilisés dans le monde, toutes
cultures confondues. lls sont destinés a élimiegEgétaux rentrant en concurrence avec les
plantes a protéger en ralentissant leur croissdresherbicides possedent difféerents modes
d’action sur les plantes, ils peuvent étre desupeateurs de la régulation d’'une hormone de
croissance telle que l'auxine, de la photosynthéss,inhibiteurs de la division cellulaire, de
la synthése des lipides, de la cellulose ou defea@minés.

- Les fongicides

Les fongicides permettent quant & eux a éliminefirniter le développement des
champignons parasites des végétaux. lls peuvenddffiremment sur ces organismes, soit
en inhibant le systeme respiratoire ou la divisietiulaire, soit en perturbant la biosynthése

des stérols, de 'ARN polymérase ou de I'adénodésaminase.
- Lesinsecticides

Les insecticides sont utilisés pour la protectlies plantes contre les insectes. lls
interviennent en les éliminant ou en empéchant dleproduction, différents types existent :
les neurotoxines, les insecticides agissant suedpiration et les insecticides interférant sur

la mise en place de la cuticule.
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Outre, ces trois familles mentionnées ci-dessuauttes peuvent étre citées en
exemple : les acaricides, contre les acariens néesanticides, contre les vers du groupe de
nématodes ; les rodonticides, contre les rongeles ;taupicides, contre les taupes ; les
molluscicides, contre les limaces et escargots ocore les corvicides et corvifuges,

respectivement contre les corbeaux et les autsesox ravageurs de culture (ACTA, 2006).
1.4. Mode d’action des pesticides

Il existe plusieurs types d’actions essentiels,sntiel que soit le produit et son
activité biologique, il est important de bien digfiler et connaitre les deux phases essentielles

de son action : son transport jusqu’au réceptesoriaction sur celui-ci.
1.4.1. Transport jusqu’au récepteur

La substance active doit parvenir a un réceptellulaee en traversant les structures

externes de la plante ou de l'insecte.

Le franchissement de la couche de protectior, air cuticule des plantes, chitine des
insectes, nécessite en général que les molécukbdgesacsoient liposolubles. Certaines
substances actives pénetrent également par lesate®ndes feuilles, mais chez les
dicotylédones sont un inconvénient important pauds se trouvent a la face inferieure des

feuilles.

Le passage des produits phytosanitaires systémigues les parois cellulaires se fait
par la séve de la plante (plante a protéger darsmdedes insecticides et des fongicides,
adventices a éliminer dans le cas des herbicides)insecticides circulent, également, dans
'organisme cible jusqu'au récepteur par 'hémolyrap les rodonticides circulent dans le
sang des rongeurs visés. Ces deux phases du tranépessitent que la substance active soit
également suffisamment hydrosoluble (ACTA, 2002).

1.4.2. Action sur le récepteur

Parvenue dans la cellule, la molécule agit sur @éocepteur pharmacologique, par
exemple pour prendre la place d’'un médiateur naindispensable au bon fonctionnement
de l'organisme, soit pour I'activer de maniére amale, soit pour le bloquer (cas le plus

fréquent). Elle doit donc avoir une structure d@ieée qui lui permette d’étre reconnue par le

11
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site actif du récepteur et d’interagir avec celuit@ géométrie de la molécule, et donc sa
stéreochimie, sont alors essentielles. Elle dossaavoir des fonctions complémentaires de
celles du récepteur. Le produit actif neutralisecdon récepteur et bloque une fonction vitale.
(ACTA, 2002).

2.Comportement et devenir des pesticides dans I'enannement

2.1. Apport des pesticides et leur rétention dangIsol

L’'apport des pesticides dans le sol a plusieurgmes :

- leur emploi a des fins de protection des plardes,animaux, de 'lhomme, des batiments et

d’habitations a usages agricole,

- leur stockage et leur élimination en tant quedpits non utilisés ou comme résidus dans des

emballages,

hY

- les rejets dans l'environnement a l'occasion deerdes manipulations au cours du

remplissage et du nettoyage des appareils denraiite
- les déversements accidentels,
- les dépots d’origine atmosphérique.

Apporté dans le sol, un pesticide peut étre reteaules minéraux et la matiere
organique, transporté dans l'eau et dans lairatsformé a des degrés divers jusqu'a sa
complete dégradation. Ces processus contribuedeaenir des pesticides et sont le résultat
des plusieurs phénomeénes qui interviennent simert@mt ou successivement. Le devenir
d’'un pesticide dans le sol dépend de quatre faxigéméraux : le climat, le sol, les propriétés

moléculaires et les pratiques agricoles (Cadetl.,2005).

La rétention est un processus qui immobilise plusnains longtemps les molécules
de pesticides ou de leurs produits de transformatip’elles soient dissoutes ou a I'état
gazeux ; c’est pourquoi nous parlons aussi d'imiigation. C’est le transfert d’'un composé
de la phase liquide ou gazeuse vers la phase daoiipetable a des phénoménes physico-

chimique d’adsorption et de désorption réversiblegréversibles (Mamy, 2004).

12
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2.2. Les interactions moléculaires de I'adsorptiosol/pesticides

Les interactions moléculaires de l'adsorptienl/pesticides peuvent étre classées en
liaisons ioniques et/ou sorption par échange d;itiasons de coordination entre des atomes
donneurs des pesticides (azote ou oxygene) etdesea accepteurs (métaux de transition ou
cations échangeables), liaisons hydrogene, liaisengan Der Waals (Flogeac, 2004s
Facteurs influengant 'adsorption d’un pesticide |g sol sont: la température, les pH du sol
et de I'eau, la distribution de taille des partsutt la surface spécifique des solides, le rapport

sol/eau, les propriétés physiques de I'adsorbarig eomposition du sol (matiere organique,

argile ou autre constituant, etc.) (Chafik, 2002)

Une étude sur l'adsorption de trois herbicides a@tre, terbutryne et l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique) sur 55 matériaux terressxié de sols de composition et d’origine

tres variées, montre que le mécanisme d’adsorpépend de la nature des sols :

- les sols riches en matiére organique adsorberst lies pesticides non ioniques en grande

guantités,

- les pesticides cationiques sont tres adsorbésepasols contenant beaucoup de minéraux

argileux (montmorillonite et vermiculite surtout)de matiere organique,

- les pesticides anioniques sont tres adsorbédepasols riches en oxydes et hydroxydes
métalliques (Barriuso et Calvet, 1992).

2.3.La mobilisation des pesticides

La rétention prend fin par la libération (ou la bilisation) des molécules suite a des
modifications de la structure de la phase solidel®la composition de la phase liquide. La
concentration d’une solution d’'un pesticide miscentact avec un solide adsorbant diminue a
la suite de I'adsorption d’une partie du solutérégpcertain temps plus au moins long selon la
vitesse de la réaction, la concentration devienstamte et le systéme solution — liquide est
alors a I'équilibre. Si, ensuite, la concentratitenla solution est diminuée par la dilution de la
phase liquide, I'équilibre thermodynamique est rampe systéeme évolue a nouveau vers un
nouvel équilibre, en provoquant le passage dansolation d’'une certaine quantité de
pesticides, ce passage est le phénoméne de démorlptise produit chaque fois que la
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concentration de la solution au contact de la pealde adsorbante est diminuée jusqu'a une

limite qui dépend des caractéristiques de I'adsamgiCalvetetal., 2005).
2.4. La dégradation des pesticides

La dégradation des pesticides est un processuiiai@venir des pesticides dans le sol et
joue un réle majeur dans leur dissipation et ldunigation des milieux naturels. Elle est due
a de nombreuses transformations chimiques qui meotlifa composition et la structure des
molécules apportées au sol. Ces modifications peaugte limitées a I'élimination d'un
groupe fonctionnel, conduire a divers produits rd@dformation et aller jusqu'a la complete
dégradation avec la production de molécules miagréhinéralisation). Toute une série de
molécules intermédiaires entre la molécule initetides molécules finales peuvent ainsi étre
produites (Calveet al., 2005). Dans certains cas les métabolites peldteatplus toxiques
et/ou persistants que le pesticide lui-méme (Scmavi988 ; Benoit, 1994 ; Remde et
Traunspurger, 1994 ; Mansoetal., 1999 ; Tixieretal., 2002). Seule, la minéralisation des
pesticides conduit a leur élimination totale desiemkx naturels, ce qui lui donne une tres
grande importance environnementale (Caletl., 2005). Les transformations chimiques

responsables de la dégradation sont de naturecal@at biotique.

Les transformations abiotiques sont dues a dedioshacchimiques qui ne sont pas
catalysées par des systemes enzymatiques (phditonsacdes réactions d’oxydation, de
réduction, d’hydrolyse et de conjugaison). La dédgtimn représente le plus souvent la

principale cause de la dissipation des pesticehlas, pour ceux qui sont tres volatils.

La dégradation biotique a lieu dans les miliewurels comme les sols, les sédiments et
les eaux mais elle peut aussi se produire darsrd¢esismes végétaux ou animaux (Cabtet
al., 2005). La microflore (les champignons, les atgles protozoaires et les bactéries) de ces

milieux est a l'origine de la dégradation biotique.
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3. L’herbicide glyphosate

3.1. Généralités

3.1.1. Structure chimique

Le glyphosate, ou hosphonométhyl glycine, est un herbicide dérivendicide aminé
la glycine, appartenant a la famille corganophosphorés (Malit al, 1989. Il fut découvert
en 1970 par un groupe de scientifiques de I'enisepgvionsanto et a été commercialisé [
la premiére fois en 1974 9 I'appellation diRoundup (Williamset al, 2000). La découvert
de l'activité herbicide du glyphosate n’est pasruit du hasard; I'équipe de chercheurs a
remarqué une faible activité herbicide en présateeomposés chimiquement proches
glyphosate et avait de ce fait mis en place urséglie de synthése en cherchant a amél
I'activité herbicide (Alibhaiet Stallings, 2001). Le glyphosate est un acideldaisa formule

chimique est la suivante :

O

0
)k/H l
HO N RoH

OH

Figure 1.La structure chimique de la forme acide du glypte

C’est une moléculaon plane en zigzag (Knuuttila et Knnutila, 198§)j se distingus
par la présence de deux groupements acides, I'lboxgique, 'autre phosphonique, et
groupement amine. Le glyphosate est amphoterej aipgut étre porteur d’'une char
positive, étre globalement neutre ou étre portaumedou plusieurs chargesgatives, ce qui
lui donne d'importante propriétés de former des glexes avec des ions métalliques (Gl.
1987; Subramaniam et Hoggard, 1¢; McBride et Kung, 1989 Maquedaet al, 1998 ;
Morillo et al.,2000).

3.1.2. Mode d’action

Le glyphosateest absorbé par les feuilles et transporté parhleeme jusqu'a
extrémités des racines et a la rhizosphére (Sprietal., 1975c) ou il bloque la biosynthe
des acides aminés aromatiques en se liant a 'en BRSPS (-2-Enolpyruvy-shikimate-3-
phosphatesynthétase) (Tomlon, 19 ; Roberts, 1998)Cette enzyme est majoritairem
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située dans les chloroplastes (Blachburn et Bowbh()3). Le déficit en acides aminés
aromatiques entraine l'arrét de la synthese deipes et de la formation de certains
composés phénoliques (Cole, 1985). La cessatida d®issance qui découle est alors suivie
de nécrose des tissus qui aboutit & la mort deldatea A signaler que cette voie de
biosynthese des acides aminés aromatiques n’egr@sante dans le réegne animal (Williams
etal., 2000 ; Solomon et Thompson, 2003).

Le glyphosate est efficace sur la quasi-totalit® plantes annuelles ou vivaces (Franz,
1997). Il fait partie des pesticides les plus s en terme de volume (Solomon et Thompson,
2003). Non sélectif, il possede un large spectactidin c'est-a-dire qu’il tue toutes les
cultures sur lesquelles il est appliqué (Smith ehi@e, 1992 ; Solomon et Thompson, 2003).
Les usages autorisés du glyphosate sont nombrdiwest trés utilisé en agriculture
(technique de culture sans labours, application mga-émergence, destruction des
interculturels, culture de plantes génétiqguemendifites résistantes), plantations, foréts,
aménagement des espaces vert, viticulture, verggusiculture, entretien des voiries (routes,
vois ferrés) (Giesytal., 2000). Les dose agronomiques homologuées vaadre 0,34 et 1,2
Kg ha' pour les espéces annuelles et entre 1,12 et 4,4&%ar* pour les espéces pérennes
(Carlisle et Trevors, 1988 ). Reddy (2000) a obsenwe les mauvaises herbes sont détruites a
55% avec 0.56 kg Haet & 98% avec 4.48% kg ha

3.1.3 Les spécialités commerciales a base de glyphosate

Le glyphosate est utilisé principalement sous foroe sels (isopropylamine,
trimethylsulfonium, sodium ou ammonium) de manigie rendre plus soluble dans I'eau. Le
glyphosate constitue la matiere active la plus eatiwtilisée dans les désherbants non
rémanents. Les spécialités commerciales préseatesesmarché sont nombreuses: ’Ameg
(CFPI Nufarm), le Cargly (Cardel), le Cosmic (Cabe), le Tchao (BHS), le Nomix
(Monsanto), le Rodeo (Monsanto) ou encore le Ropn@lionsanto) qui est la gamme de
désherbants a base de glyphosate la plus utiliséelle a laguelle nous nous sommes
intéressés. Les produits Roundup contiennent duphgate sous forme de sel

d’isopropylamine.
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3.1.4. Les adjuvants du glyphosate

Les adjuvants utilisés dans les formulations deplybgate sont des surfactants. lls
permettent la pénétration du glyphosate dans latg@laSans surfactant, seul 10% de la
guantité de glyphosate pénétre dans la plante.s@dactants sont donc indispensables afin

d’optimiser l'activité biologique des sels de glygsiate.

Le polyoxyéthylene amine (Polyethoxylated tallowimenou POEA) est le principal
surfactant présent dans la gamme des produits Rpu@iest un adjuvant cationique (Smith
et Oechme, 1992 ; Williamst al, 2000). De nombreuses études montrent que le PEHEA
plus toxique que le glyphosate (Folmetral, 1979 ; Mitchellet al, 1987 ; Serviziet al,
1987 ; Adamet al, 1997 ; Mann et Bidwell, 1999 ; Everett et Dicdan, 2003 ; Tsui et Chu,
2003). Tsui et Chu (2003) suggére l'addition damsiriRlup d’'un protecteur de I'effet du
POEA.

3.2. Comportement du glyphosate dans le sol

3.2.1. La rétention

Le glyphosate est amphotére, ce qui lui donne digmte propriétés de complexer
avec des ions métalliques (Glass, 1987 ; SubrammaeigHoggard, 1988 ; McBride et Kung,
1989 ; Maquedat al, 1998 ; Morilloet al.,2000). La formation de complexes est due a des
liaisons de coordination par I'azote du groupe @miéh des atomes d’oxygene des groupe
carboxylique et phosphonique (Subramanian et Halygk888 ). Cette particularité est tres
dépendante du pH du sol, de la présence de caa@geables di et trivalents et d’oxydes

de fer et d’aluminium chargé positivement (Miledviiye, 1988).

A l'exception, des sols calcaires et des sols sablel I'adsorption est modérée
(Sprankleet al.,1975a ; Nomura et Hilton, 1977 ; Eberbach et Dasigl 983 ; Piccolet al.,
1994), le glyphosate est généralement fortememtpglement adsorbé dans les sols, ce qui le
rend peu mobile dans la solution du sol (Spaeklal.,1975 a et b ; Hance, 1976 ; Rupptl
al., 1977 ; Nomura et Hilton, 1977 ; Hensleyal, 1978 ; Carlisle et Trevors, 1988; Gerritse
et al., 1996 ; Grunewaldet al., 2001). Mais I'ampleur de sa rétention est tregabde, et
dépend fortement du pH, qui lorsqu’il augmentegdd@rption diminue (Getenga et Kengara,
2004 ; Zhouet al, 2004 ; Morilloet al., 2000 ; Mc Connel et Hosser, 1985), cela s’explique

par la charge négative du glyphosate et des susridee minéraux argileux, des oxydes et de
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la matiere organique lorsque le pH est alcalinguediminue I'adsorption. Par contre, quand
le pH du sol diminue apparaissent des espéces ulaiés (glyphosate et constituants du sol)
moins chargées négativement et I'adsorption editésc (Morillo et al., 2000 ; De Jonge et
De Jonge, 1999 ; Nicholls et Evans, 1991).

Le glyphosate est fortement adsorbé aux argilestdrisité de I'adsorption dépend de
leur nature minéralogique (Glass, 1987 ; Mc Conngll Hossner, 1985). Ainsi, la

montmorillonite, adsorbe plus que l'illite ou quelaolonite.

La matiére organique joue un réle fondamental dadsorption du glyphosate (Ying

Yu et Qi-Xing Zhou, 2004 ; Morillo eal., 2000 ; Piccolo eal., 1996). Feng et Thompson,
(1990) observent que 90% de la totalité des résiduglyphosate sont retenus principalement
dans la couche de surface de 0-15 cm, d’un so$tiereou la teneur en matiére organique est
plus élevée. De méme, Barrett et McBride (2006) tneoh que le glyphosate est plus adsorbé
sur un sol organique que sur un sol minéral. Cietittee adsorption est expliquée par la
possibilité de multiples liaisons hydrogene entéiedroupe acides de I'herbicide et les groupe
acides et oxygénés des composés organiques. @eptésence de complexes organo-
minéraux qui explique I'adsorption du glyphosate kumatiére organique. Le glyphosate
peut également interagir avec la matiére organsgligble.

4. Dégradation microbienne des pesticides

4.1. Généralités

Les microorganismes dégradant les pesticides sonmajorité des bactéries et des
champignons. Leur grande diversité et la multigides conditions de leur développement
font gu’ils sont de puissants agents de la dég@adates pesticides. La composition de la
microflore est trés variable selon la nature dés, $eur pH, les teneurs en carbone organique
et en minéraux argileux. La taille de la biomasserobienne est elle, aussi, tres variable en
fonction des mémes facteurs. Elle est en moyenng0@emg K@ dans les sols sableux
pauvres en matiére organique et peut atteindrerbode 900 mg K§ dans les sols riches
(teneur en C supérieur a 4%) (Chausstal., 1986).

La microflore impliqguée dans la dégradation dedigides est qualifiée de dégradantes
pour la distinguer de I'ensemble des microorganssie sol ; elle n’est généralement pas
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limitée a une seule espéce. Son activité dansoeepsus de dégradation dépend, a la fois de
son patrimoine enzymatique qui détermine la natlge réactions chimiques et de son
environnement qui exerce une influence sur sonldpgement et sur sa survie. L'aspect
fondamental de la dégradation due aux microorgagssmst la catalyse des réactions
chimiques par des enzymes ; cela nécessite queetiides soient a I'état dissous dans la

phase liquide du sol. Nous distinguons deux sibnatt

- les réactions chimiques catalysées par des ermymracellulaires ; les pesticides doivent
d’abord étre absorbés pour étre transformés.

- les réactions chimiques catalysées par des ermyeweracellulaires ; I'absorption des

pesticides n’est pas nécessaire (Cattvat., 2005).

Par ailleurs certaines molécules sont résistantdsute action de dégradation. Les
polluants qui sont piégés dans les pores du s, étroits pour que les bactéries puissent y
pénétrer, deviennent inaccessibles aux microorgesset s’accumulent. Les produits
phytosanitaires peuvent aussi étre complexés age@dlymeéres organiques résistants a la
biotransformation, cas de lignines et de composésidues. L’accumulation peut aussi étre
due a des conditions non favorables au développeden microorganismes (manque de
nutriments par exemple). Les pesticides et leuoslyts de dégradation peuvent aussi étre
piégés temporairement par les animaux ou les végét&'est le phénoméne de

bioaccumulation (Coulibaly, 2005).
4.2. Facteurs de croissance des microorganismegydcidants

L’activité et la croissance des microorganismest sofluencées par des facteurs

physiques, chimiques et biologiques.
4.2.1. Facteurs physiques

- La température: son rble est trés important en raison de son eftet I'activité
microbienne, puisqu’elle détermine la vitesse detabwisation des nutriments. Le
métabolisme de nombreux microorganismes (mésoplakisralenti & des températures, soit

supérieures a 40°C, soit inferieures a 5°C.
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- La teneur en eau: c’est la disponibilité en eau plutét que la quizntieau présente dans un
environnement donné qui est le facteur critiques aetinomycetes et les champignons sont
favorisés par apport aux bactéries quand le pedemyidrique est inferieur & — 15,8°1Pa.
L’activité de tous les microorganismes cesse ladgupotentiel devient tres petit (Calvet et
al., 2005).

- Les surfaces solides une grande partie de I'activité des microorgansmest influencée,
dans le sol, par les surfaces des constituantesobtla une influence sur les transformations
biotigues des composés organiques (Van Loosdetdt, 1990 ; Chenu et Stotzky, 2002 ;
Dec etal., 2002). Les interactions avec ces surfaces ordrslieffets notamment sur la

croissance microbienne qui peut étre augmentéendéea ou non affectee.
4.2.2. Facteurs chimiques

- L’'oxygéne: lorsque I'oxygénation du milieu est importante t@uaiel rédox de l'ordre de
750 a 800 mV), elle favorise le développement d'population aérobie susceptible de
dégrader de nombreux pesticides. Quand l'oxygematva manquer, le milieu devient
anoxique et d'autres population microbiennes aéslacultatives, voire anaérobies strictes
prennent le relais. L'activité de ces microorgarésneapables d'utiliser d’autres accepteurs
d’électrons que I'oxygene est particulierement ingnate dans le cas de la dégradation de

composeés halogénés (Haggblom et Bossert, 2003).

- Le pH : le pH affecte la diversité, I'activité et la taildes populations microbiennes. Le pH
optimal de développement des bactéries se situe grt 8,5 alors que les champignons sont
favorisés dans les milieux plus acides. Le pH &gdlement sur I'état d’ionisation des

enzymes, ce qui modifie leur affinité pour les drdis.

- Les substances organiques et inorganiquesa teneur en carbone organique est souvent le
facteur limitant pour la croissance et le développet des microorganismes hétérotrophes.
Ce facteur est particulierement important a comsidélans le cas de la dégradation de
composeés par cométabolisme. Dans les milieux @enlaur en carbone organique est faible,
certains microorganismes développent des proprigt@gsiologiques particulieres pour
survivre et se multiplier comme la diminution deslaface de contact de la cellule avec son
milieu, I'augmentation de l'affinité enzyme-substet I'augmentation de [l'efficacité des

systemes de transport intracellulaire (Calvet €t2005).
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- Les adjuvants des produits phytosanitaires ils entrainent des modifications des
populations microbiennes, de l'activité globale lde microflore du sol et de I'activité
spécifique de la microflore dégradante (Roesal., 1994 ; Sanchez-Camazaeial., 1995 ;
Beigeletal., 1999 ; Charnagt al., 2000). Soit ils stimulent la dégradation du jpédts par
un accroissement des populations microbiennes,adlse source additionnelle de carbone
résultant des cellules microbiennes tuées pardgs/ants et facilement assimilable par la
microflore survivante, ou a certains adjuvantsatenfilations facilement assimilables, soit ils
ralentissent la dégradation du pesticides en raenl’altération des microorganismes
dégradant et du piégeage da la matiere active nderieur de micelles de composés
tensioactifs (Calvettal., 2005).

4.2.3. Facteurs biologiques

- Lesracines: du point de vue microbiologique, la rhizosphére definie comme la zone
d’influence du systeme racinaire sur la microflta#urique. Dans cette zone, caractérisée par
un important rapport de carbone provenant de lagsiyathese, la plante exerce une pression
de sélection conduisant a augmenter la tailleaetiVité des populations microbiennes. C’est
ainsi que I'on a souvent observé une activité dgsulations microbiennes dégradantes plus
intense dans cette partie du sol comparé a unursims végétaux (Buyanoskyal., 1995 ;
Perkovitch egl., 1996).

- Les interactions entre organismes elles sont liées a la densité des populatioasgntes
dans le sol et peuvent étre soit des interactiosgipes ou négatives (Puitti at, 2002).

4.3. Mécanismes de la dégradation microbienne

Les microorganismes peuvent étre impliqués dardetgadation des pesticides selon

cing mécanismes d’action (Bollag et Liu, 1990) :

- Le métabolisme direct: qui fait des pesticides une source d’énergie sé#i pour la

croissance des microorganismes,

- Le cométabolisme il s’agit de transformations chimiques des pedéisimais ils ne sont

pas une source d’énergie pour les microorganismes,
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- La conjugaison: ce sont des réactions chimiques, catalysées par eteymes
exocellulaires, entre les pesticides et d’autresigdes ou d’autres molécules présentes dans

la solution du sol,

- L’accumulation : les pesticides ou leur métabolites sont stockés e corps microbiens ;

il s’agit 1a, probablement d’une des causes dédlailgsation,

- Les effets secondaires dus a l'activité des microorganismes qui peut anér des
modifications de I'environnement chimique (consortiota de I'oxygéne, production de
composés organiques) et de I'environnement phyliooque (pH) qui facilitent ou limitent
les transformations chimiques des pesticides. dist sin des facteurs intervenant dans la

dégradation.

Les trois premiers mécanismes conduisent a desficaittins de la composition et de la
structure chimique des pesticides et peuvent éérgtablement considérés comme étant
directement a I'origine de la dégradation. C’eska trois mécanismes que I'on se référera en
parlant des mécanismes de la dégradation microbidres deux derniers doivent plutbt étre
vus comme des processus, certes liés aux micraergas, mais probablement pas impliqués
directement dans la dégradation des pesticides.ddractéristique fondamentale, au moins
pour les trois premiers, est I'intervention de sgsts enzymatiques (Calattal., 2005).

4.3.1. Le métabolisme direct

Le métabolisme direct est la conséquence de Eatithn des pesticides comme source
d’énergie (Bollag et Liu, 1990 ; Fournier, 1996b).

Beaucoup de pesticides peuvent étre des souréésmants et d’énergie pour les
microorganismes par la mise en ceuvre de diversastiohs chimiques cataboliques
catalysées par des enzymes. Des microorganismes,lad@lupart sont des bactéries, sont
capables d’effectuer la totalité des réactions ajies, de la molécule initiale aux molécules
inorganiques finales (minéralisation). D’autregper@dant, ne peuvent effectuer qu’une partie
des transformations, ce qui nécessite linterventile plusieurs especes pour obtenir la
minéralisation, chacune d’entre elles utilisant temnsformations chimiques successives
comme source déléments et d'énergie. Nous parladmc, de «consortium » de
microorganismes ; par exemple il a été observélguminéralisation du dalapon (herbicide,

acide 2,2- dichloropropionique) est effectuée patervention de sept espéces difféerentes
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(Schwarzenbackt al., 2003). Le rble bénéfique d’'un consortium danslégradation n’est
pas seulement du a la présence de toutes les emzyuessaires a la dégradation ; il peut
aussi résulter d’échange de nutriments et de lightion de substances inhibitrices des

microorganismes dégradants.

Beaucoup de pesticides appartenant a des famifiesique diverses peuvent étre
minéralisés plus ou moins facilement selon la matier leurs groupes fonctionnels, mais aussi
selon I'équipement enzymatique des microorganisitiesirnier, 1996a). Ces réactions
conduisent a la formation des molécules inorgarsiqdéxyde de carbone, ammoniac, eau,
anions sulfates et phosphates) et sont a l'origmda compléte destruction des pesticides,
d’ou la grande importance du processus de la nligétian pour leur élimination des milieux
naturels (Calvegtal., 2005).

L'utilisation des pesticides par les microorganisrpessede des caracteres généraux qui
sont (fournier 1996b) :

- la cinétique présente une phase de latence @@étade phase de minéralisation rapide,
- 'application ultérieure de pesticide fait dispitire la phase de latence,
- il est possible de transférer la capacité de raliger d’'un sol traité a un sol non traite,

- un sol ou se produit la minéralisation contiemis doactéries spécifiques capables de

I'effectuer,
- la vitesse de minéralisation est accrue par gdpbkcations successives

Il est important de noter, d’'une part, I'exister®tane microflore capable d’utiliser un
pesticide comme source d’énergie, d’autre part,agtaptabilité a réaliser le processus, ce qui
a des consequences agronomiques relatives a defticdes traitements phytosanitaires. La
minéralisation se déroule suivant une chaine deticdes chimiques dont la premiére d’entre
elle est une hydrolyse, ou une oxydation, une réalu©u une addition, suivie par d’'autres
types de transformations. Il existe toute une ganuhee biodégradabilité, depuis des
biodégradations rapides, donc faciles et correspuina une tres faible récalcitrance, jusqu'a
des biodégradations tres lentes voire presque sitjes pour lesquelles nous parlons de
grande récalcitrance. Certains groupements fonugisrfavorisent la minéralisation, d’autres,
au contraire, la limitent beaucoup. Basée sur elesions structure /activité, une étude portant
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sur plusieurs centaines de composés a permis lrétse fonction mathématique donnant
une estimation de la probabilité d’observer unedégradation. Cette étude a conduit aux

relations qualitatives suivantes (Caleg¢al., 2005) :

- les groupes favorisant la minéralisationen milieu aérobie, par importance décroissante
sont les composés contenant des groupes hydrodgs@ddters d’acides carboxyliques, amides
et anhydrides d’ester d’acides phosphoriques sapidement dégradés), les groupes
hydroxyl, formyl et carboxyl conférent aussi unargte biodégradation, moindre cependant

gue les précédents,

- les groupes ne favorisant pas la minéralisatiosontles carbones quaternaires, les azores

tertiaires, les halogénes et les groupes nitrdiqodierement dans les structures aromatiques.
4.3.2. Le cométabolisme

Le cométabolisme est un processus au cours du@seinitroorganismes assurent leur
maintenance et leur multiplication au dépens d'ubsfrat organique tout en dégradant des
pesticides sans que ceux-ci Soit pour eux une saliémergie et d’éléments nutritifs. Il s’agit
d’'un métabolisme dont les réactions initiales s@talysées par des enzymes peu spécifiques
(Dalton et Stirling, 1988 ; Bollag et Liu, 1990)eGnécanisme de dégradation a été décrit
pour la premiere fois par Leadbetter et Foster 8691et a été désigné par le mot
cométabolisme par Jensen en 1963 (Horwath, 197)prGcessus de dégradation est trés
fréquent et beaucoup de microorganismes peuvearticiper (Horwath, 1972 ; Alexander,
1981 ; Fournieet al., 1997). Les champignons sont particulierementignps dans ce type
de dégradation en raison de l'abondance de leuwersgs enzymatique a large spectre
d’'activité (cytochrome P450 etc...). Le cométabolisngeconduit pas généralement a une
dégradation tres poussée des pesticides quandeuteesouche est concernée et produit des
métabolites qui sont des molécules plus ou moiassformées comparées a la molécule
initiale de pesticide. En revanche, il est possidplee plusieurs souches interviennent en
séquences pour accomplir la dégradation et prodigisemétabolites, voire méme en utiliser

certains comme substrats énergétiques et les MmgagrgCalvetetal., 2005).
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4.3.3. La conjugaison et la condensation

Des enzymes produites par la microflore sont suddep de faciliter des réactions de
conjugaison et de condensation des molécules d#ciges, entre elles ou avec des
métabolites ou d’autres composés organiques nkiomeht présents dans le sol (Bollag,
1983 ; Bollag et Liu, 1990).

La conjugaisonconduit a I'union de deux molécules. La méthylaté I'acétylation sont
deux réactions de conjugaison effectuées par laoftoce du sol. C'est ainsi que la
méthylation du pentachlorophenol par une culturéritthoderma viridg/Cserjesi et Johnson,
1972) et l'acylation de dérivés de l'aniline, méabéme fréquent de la dégradation des
pesticides, par des cultures laromyces wortmanet deFusarium oxysporiuniTweedy et

al., 1970) ont été observées.

La condensationconduit a la réunion de 2 a 5 molécules et deqooigensats de taille
moléculaire plus importante quand un plus grand brende molécules sont réunies. Par
exemple, une enzyme comme la laccase peut conduite formation de produit de
condensation a partir de 2,4-dichlorophénol epagchlorophénols avec I'acide syringique
ou ses dérivés. De méme, des réactions de conignsatalysées par des enzymes ont été
observées entre des amines aromatiques, métabaldepesticides, et divers acides
phénoliqgues présents dans les substances humidiresparticulier, les réactions de
polycondensation induites par les microorganismesent un rble important dans
I'incorporation des pesticides dans les substahoesiques du sol (Bollag et Loll, 1983) et

contribuent a la formation des résidus liés.

4.4. Les principales réactions de la dégradation biique et les enzymes

impliquées dans la dégradation

4.4.1. Réactions de dégradation biotique

La caractéristique commune a toutes les réactiosssnen jeu dans la dégradation par
les microorganismes est qu’elles sont toutes cadaly par des enzymes dont la plupart sont
intracellulaires. Cela signifie que les réactioms lieu a I'intérieur des corps microbiens et
gu’elles sont précédées par I'absorption des pdssc Les principales réactions chimiques

impliquées sont I'hydrolyse, I'oxydation, la rédwct et la conjugaison/condensation. Ces
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réactions en nombre plus ou moins grand se sucteeerconstituent des chaines

réactionnelles encore appelées voies métaboliqiedsdtetal., 2005).
4.4.2. Les enzymes de la dégradation

Le sol contient un grand nombre d’enzymes en railolabondance et de la diversité
des microorganismes qui sont la principale soumraparée aux végétaux et aux animaux.
Elles sont en tres petites quantités dans la solutu sol ou elles sont rapidement dégradées.
A I'extérieur des corps microbiens, elles exisians le sol essentiellement adsorbées sur les
minéraux et peut étre complexées par des substdngwafgues. Pour agir, les enzymes
intracellulaires (endoenzymes) nécessitent quemelgcules organiques de substrat soient
absorbées, c'est-a-dire qu’elles pénetrent a tieué des cellules. Au contraire, les enzymes
extracellulaires (exoenzymes) catalysent des toamsitions dans la solution du sol ou le plus
souvent en phase adsorbées. Toutes les enzymessaiées a la dégradation compléte des
pesticides sont rarement présentent dans une espdee microbienne. De sorte que plusieurs
especes doivent intervenir au sein de ce qui gelé@un consortium (Fournier, 1996b). La
dégradation de nombreux pesticides fait intervedeg enzymes qui ne sont pas spécifiques et
gui sont impliquées dans les transformations chiesgde composés organiques naturels. De
fait, assez peu d’enzymes adaptées a des pestjgaatsuliers ont été isolées et étudiées
(Bollag et Liu, 1990). Cependant, beaucoup de @dss ont une structure chimique
différente des composés naturels et leur dégradatoessite une évolution de I'équipement

enzymatique des microorganismes.
4.4.3 Evolution de I'équipement enzymatique des migorganismes

Cette évolution est possible grace a des echatggsnes facilités par la trés grande
diversité des microorganismes du sol (Kearney elloie 1985). Les microorganismes
peuvent acquérir de nouvelles aptitudes a la datjmda la suite de modifications de leur
patrimoine génétique par des remaniements, desférésmde génes et des mutations.

Les remaniements génétiques peuvent étre attriausss recombinaisons ou a des
mutations de geénes. Lors des recombinaisons géeétigdes réarrangements, des
duplications de génes ou des insertions peuvertuie a I'adaptation des microorganismes
ne possédant pas initialement les enzymes appespiiéan der Meetal., 1992). Trois voies

d’échanges sont connues pour les transferts deigiatgénétiques entre les souches :
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- la conjugaison par I'intermédiaire de plasmides,
- la transposition par l'intermédiaire de transpaso
- la transformation via de ’ADN chromosomique.

Les transferts de matériels génétiques via les geemiéres voies sont les plus fréquents.
Le génetfdA qui code pour la dioxygénase impliguée dans laatigion de l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique et qui est porté par lsmlde pRO103, a été transféré avec succes
dans les bactéries indigenes du sol capables dadi¥gdes phénols (Lipthat al., 2001).
Celles-ci sont alors devenues capables de dégramenplétement I'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique. La transmission du génalacb pour I'enzyme capable
d’hydrolyser le carbofurane est un autre exemplenddification génétique de I'aptitude des
microorganismes a dégrader des pesticides (Destmit, 2003). Par ailleurs, comme les
genes responsables de la dégradation des pesttidesouvent portés par des plasmides et,
compte tenu de la mobilité de ces éléments, ilvgmatuétre facilement perdus ou échangés a
la suite de divers stress (Kumat al, 1999). Ce genre d’événement contribue tres
certainement a la dissémination du caractére dagtguhrmi les bactéries du sol et ainsi a
'augmentation du nombre de situations ou le phé&mende biodégradation accélérée peut

étre observé.
4.4.4. Dégradation due a des enzymes extracellules

Ces enzymes sont peu abondantes dans la phasteliefuelles sont surtout associées a
la phase solide. Il en résulte, d’'une part, que dmces est physiquement limité, et d’autre
part, que leur activité peut étre modifiée. L'aqigimm par les minéraux argileux change les
parameétres des cinétiques enzymatiques : génénaleg.x diminue et le maximum
d’activité est décalé vers les pH plus élevés coggpaux réactions en solutions (Stotzky,
1986 ; Quiguampoiet al., 1993, 1995 ; Quiguampoix, 2000) la vitesse dassformations
catalysées par ces enzymes est essentiellementmdéte par la vitesse d'accés des

molécules de pesticides aux surfaces qui retierlasm@nzymes.
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4.4.5. Dégradation due a des enzymes intracellulais

C’est la situation la plus importante pour la déigteon microbiologique des pesticides.

La vitesse de cette dégradation est déterminée par

- la vitesse de passage des pesticides en solyitesse de dissolution, de désorption et de

libération),
- le transport des pesticides dans les phasesiéigumobile et immobile,

- les vitesses de transformation qui sont a leur d&pendantes des vitesses d’absorption, des

réactions enzymatiques et de la croissance miarobie

Par rapport aux autres phénomenes de dégradatiahedradation biotique due a des
enzymes intracellulaires fait intervenir un factesupplémentaire qui est la croissance
microbienne. D’'un point de vue général, cette s®lge détermination de la vitesse de
dégradation montre gqu’elle est toujours le résuttat couplages entre, d’'une part des
phénoménes de rétention/mobilisation et de transpiod autre part (Calvedtal., 2005) :

- des réactions chimiques abiotiques en solutioarophase adsorbées,
- et des réactions chimiques enzymatiques, sudi@ng les corps microbiens.
4.5. Dégradation du glyphosate

4.5.1. La dégradation chimique

Les résultats trouvés dans la littérature montpre le glyphosate est faiblement
dégradé par voie chimique. Dans une étude de Rluepak (1977) sur des sol stérilisés, le
potentiel de la dégradation chimique du glyphosagst avéré insignificatif, ce qui leur a
ramené a conclure que la dégradation chimique pastla voie principale de la dégradation
du glyphosate dans le sol. De méme, Spranki.dt1975a) ont montré que dans les sols
traités pas le glyphosate et par I'azide de sodiamme inhibiteur de I'activité microbienne,
le glyphosate reste stable. Une autre étude meaéBgliner (1991) sur des eaux stérilisées
et contaminées par le glyphosate, a montré queriaentration de la molécule reste stable

apres 32 jours d’'incubation des eaux dans I'ob&zuri
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4.5.2. La photodégradation

Aucun résultat dans la littérature n’a signalé lotpdégradation du glyphosate
lorsqu’il est appligué au sol. De méme, Trotteal. (1990) estime que la photolyse joue un
réle mineur dans la dégradation du glyphosate Hangironnement. Selon une étude menée
par Rueppeétal. (1977), le glyphosate peut résister a une exjposétila lumiére naturelle de

8 heures pendant 16 jours, le méme résultat asté@rpar Worthing et Hance (2000).
4.5.3. La dégradation biologique

La dégradation biologique est la principale voiedigsipation du glyphosate dans le
sol (Sprankle etl., 1975 a et b ; Rueppel al., 1977 ; Torstensson et Amisepp, 1977 ;
Moshier et Penner, 1978 ; Carlisle et Trevors, 1988rlani etal., 1999 ; Giesy eal., 2000).
Cette dégradation est immédiate indiquant qu’ilaa’yas de phase de latence et que la grande
partie de la population microbienne est capabldétgader le glyphosate par co-métabolisme
(Wiren-Lehretal., 1997 ; Forlanetal., 1999 ; Chealetal., 1998 ; Stenroét al., 2003). La
dégradation microbienne du glyphosate produit leincgzal métabolite [I'acide
aminométhylphosphonique (AMPA) et mene éventuell@n®e la production de GO de
phosphate et de l'eau (Forlaei al., 1999; Azevedo and Araujo, 2003). Les bactéries
dégradent le glyphosate par deux facons (Figurediduisant a la production intermédiaire
de glycine ou de AMPA (Balthazor et Hallas, 198Bc¢obet al., 1988; Lerbset al., 1990;

Liu et al.,, 1991; Forlaniet al., 1999). La voie de glycine commence par le ckvag la
liaison carbone-phosphore du glyphosate pour predei sarcosine (Kishore al., 1987;
Pipke et al., 1987; Shinabargest al., 1986), qui est ensuite converti en glycine pag un
sarcosine oxydase-déshydrogénase. La secondeoraeste a cliver la liaison carbone-azote
du carboxyméthyl pour produire TAMPA. L'AMPA produe cette voie peut étre métabolisé

davantage, fournissant du phosphore pour la croisshactérienne (Jacebal., 1988).

Dans une étude de Rueppehket(1977), suivant la dégradation du glyphosate dians
sol, un sol contaminé par le glyphosate marquéescarbone phosphonométhyl était incubé
pendant 28 jours en aérobiose, les auteurs ontgnirénque dans ces condition 55.3% du
carbone radioactif était minéralisé, la méme expéee était mené en anaérobiose, et la
dégradation était également importante. Elle dtt@our le méme sol incubé durant la méme
période dans les mémes conditions 51.4%. Les méieara ont montré que du méme que le

glyphosate la dégradation de 'AMPA se produit fll@emment en conditions aérobies et
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anaeérobie, mais quelle est plus lente que cellglgphosate et que 'AMPA peut persister
dans le sol un an apreés I'application de I'herteqiRueppett al, 1977 ; Heinonen-Tanski

al., 1989 ; Grunewalet al, 2001). Dans le sol, la biodégradation du glypteosat fonction

de la I'intensité de I'adsorption, plus le glyphtesast adsorbé, moins il est dégradé (Sprankle
et al, 1975a ; Eberbach, 1998 ; Mamy, 2005). Cheadl.gt1998) montre que, pour un sol
sablo-limoneux de pH 6.7 et 1,3% de carbone organitp minéralisation du glyphosate
atteint un seuil de 90% en 60 jours , alors qu'eiea seulement 14,6% dans un sol argilo-
limoneux de pH 4,7 et 30% de carbone organiqueesatat est expliqué par une adsorption
différente de I'herbicide suivant le type de sah. dus, la présence de phosphate dans le sol,
entre en compétition sur les sites de fixation Yplgpsate et diminue considérablement son
adsorption, ce qui augmente la dégradation du gisaie et inversement, la présence dé Fe
ou de AP* diminue sa dégradation.

O

"0 —P CHg— NH2 CHy—COO"

H20
glyphosate-spacifi C-P Iyase 7
cleavage
Pi
OD ?

'0-—P CHy—NHz*  CHz—NH,*-CH,—COO"

Sarcosine
O' O2
Aminomethyl phosphonic Sarcosine oxidase
acid (AMPn)
HCHO — COg+H20
C-P lyase NHg™—CH5— COO"
Glycine

Figure 2. Voies de dégradation biologique du glyphosate
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5. Impact du glyphosate sur la microflore du sol

En raison de son mode d'action, les effets inddélssadu glyphosate sur les
organismes non visés sont une des premieres pigatcms environnementales. La voie des
acides shikimiques est omniprésente dans les mgansmes (Bentley, 1990) et de
nombreuses études en laboratoire ont montré urt efiéaste du glyphosate sur les
microorganismes du sol (Quinn &k, 1988 ; Santos et Flores, 1995 ; Krzysko-Lupieka
Orlik, 1997). Selon une revue de la documentatibectiée par Choquette (1987), le seuil
d'effet retenu pour les microorganismes du soléréml est de 50 ppm. Cette dose influence
la croissance des colonies sans toutefois détigis populations. Le seuil létal retenu est
de 500 ppm. Ces données proviennent toutefasal®sur des cultures pures en laboratoire,
techniques qui sont largement critiquées puisqaeooganismes isolés peuvent étre atypiques
de leur forme dans le sol. De plus, ils sont stéawl de hauts taux métaboliques artificiels par
la croissance en milieu de laboratoire et sont régpde leurs associations écologiques
normales. L'interprétation des résultats estdiiffiet I'extrapolation aux situations en milieu

naturel est impossible (Grossbard, 1985).

Les essais réalisés en milieu naturel démontrétdtpque les microorganismes
augmentent dans les sols traités au glyphosate eraéaes taux aussi élevés, suggérant ainsi
l'utilisation du glyphosate comme substrat (Gros$ba985). Une stimulation de la
respiration microbienne (Stratton et Stewart, 198#neyet al., 2000; Busseet al., 2001),
une augmentation des bactéries cultivables etltm®gignons (Roslycky, 1982 et Rueppel et
al.,, 1977), une stimulation de la nitrification (Heiovam-Tanski etal., 1985) et de la
minéralisation du carbone et de I'azote (Maeshl., 1977) ont été reportés aprés application
du glyphosate dans le sol. Du méme Vaigal. (2001) et Haney edl. (2000) ont montré que
I'activité microbienne est stimulée en présencgmi@amdes quantités de glyphosate, alors que
Wardle et Parkinson (1992) ont observé qu'il peétluire I'activité de la biomasse
microbienne, de fagon transitoire, dans les presyaarrs de I'application.

Grossbard (1985) conclut que, bien que le glypleopaisse avoir un effet inhibiteur
en laboratoire, cet effet est sélectif, variableaemplitude et relatif a une dose qui est bien
supérieure a celle utilisée en agriculture. De,dgroportion de glyphosate qui atteint le sol
est inférieure a la dose appliquée puisqu'une egatt retenue par la végétation. Le

glyphosate au sol est adsorbé aux particules eadégce qui serait une raison pour laquelle
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les microorganismes tolerent généralement miegtyighosate dans le sol qu'en culture pure
en laboratoire. Un seuil d'effet de 2 ppm a étémetpour les microorganismes aquatiques.
Les études effectuées en laboratoire ont démoniee lgs différents types d'algues ne
réagissaient pas tous de la méme facon. Les cyegoies semblent généralement plus
sensibles au glyphosate, quoique cette sensibéitie beaucoup d'une espece a l'autre. La
croissance d'une espéce appartenant au gghi@nocapsatait inhibée de 50 % en présence
de 2 mg/l alors que pour obtenir une réaction anaochez une autre espece appartenant au
méme genre, il fallait 100 mg/l. La croissancetétdibée de 100 % a des concentrations de
10 mg/l pour les especes les plus sensibles (Hutbe., 1979 ; Trotteretal.,1990). Trotter

et al. (1990) rapportent également qu’'une valeur médamél mg/l de glyphosate inhibait
totalement la croissance aprés une étude chez fi8cess d'algues (2,8 a 23 mgl/l).
Goldsborough et Brown (1988) ont exposé des comatéaal'algues périphytiques sur des
substrats artificiels a différentes doses de glgph® et ont conclu que la CE 50 était
supérieure & 8,9 mg/l. A la suite d'une revee lal documentation, Tooby (1985) conclut
qgu'il est difficile d'évaluer les risques a pades expériences de laboratoire puisque, en
général, les effets ne sont pas observés en mmfiawrel aux niveaux de doses qui peuvent
étre préjudiciables en laboratoire a cause dedpadition rapide du glyphosate dans l'eau.
L'adsorption du produit aux sédiments réduit ramieet la disponibilité biologique du
glyphosate en solution. En milieu naturel, aucuetedttribuable au glyphosate n'a pu étre
décelé chez des communautés de diatomées, adadsune pulvérisation directe de 2,2 kg/ha
dans deux cours d'eau et une mare en milieu feredtes changements observés dans les
densités de population étaient plutot attribués @ditbérences de I'habitat et aux variations
saisonnieres (Sullivan at., 1981 ; Trotter eal., 1990 ; Grossbard, 1985 ; Tooby, 1985). En
Nouvelle-Ecosse, Ernstt al. (1987) n'ont observé aucun effet néfaste cheziphyton qui
avait colonisé des substrats artificiels dans wrsd'eau aprés une pulvérisation directe de
2,0 kg /ha. Ces auteurs ont cependant noté lefgimhntité de glyphosate détectée dans I'eau
(maximum de 39 pg/l) par rapport au taux d'appbea(33 fois inférieure a la dose calculée

de 1,3 mg/l pour une colonne d'eau de 15 cm).
6 . Les microorganismes dégradant les composés ongghosphorés (OP)

A I'heure actuelle, les pesticides les plus courantrtilisés font partie du groupe des
organophosphorés. Le premier insecticide organgytwsé, le pyrophosphate de tétraéthyle,
a été développé et utilisé en 1937 (Dragtial., 1984). Plus tard, plusieurs autres pesticides
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organophosphorés ont été développés et commegsialiSes pesticides sont largement
utilisés dans le monde entier pour lutter contee ri@vageurs agricoles et ménagers. Dans
I'ensemble, les composés organophosphorés repras@8% du total des pesticides utilisés
dans le monde (Post, 1998). Aux Etats-Unis seulss ptle 40 millions de kilos
d’organophosphorés sont appliqués chaque annéelihdaniet al., 1999). Le glyphosate

et le chlorpyrifos sont le plus largement utiligécempte pour 20% et 11% de I'utilisation

totale des pesticides, respectivement (EPA, 2004).

L'utilisation continue et excessive des composdé&mrwphosphorés a conduit a la
contamination de plusieurs écosystemes dans ditiEseparties du monde (EPA , 1995;
McConnellet al, 1999). Plusieurs composés organophosphorésusibeés sur les animaux
pour le contréle des parasites du corps et plusidentre eux sont solubles dans les graisses
et peuvent donc entrer dans le corps facilemerav&its la peau et se retrouver dans la viande
et le lait (MAFF / HSE, 1995). La contamination deséales, des légumes et des fruits par
des composés organophosphorés est également bieimeiatée (Conseil national de la
consommation, 1998). L'utilisation de microorgaresmdans la décontamination des
composés organophosphorés est considérée comnapproche efficace et respectueuse de

I'environnement.

Parmi les composés organophosphorés, le glyphdsathlorpyrifos, le parathion,
parathion-méthyl, diazinon, coumaphos, monocrotepHénamiphos et phorate ont été
largement utilisés. Le phosphore est habituellenpeésent soit sous forme d'un ester de
phosphate ou un phosphonate. Etant des estenstidleanombreux sites qui sont vulnérables
a I'hydrolyse. Les principales réactions miseseenspnt I'hydrolyse, I'oxydation, I'alkylation
et la désalkylation (Singh al., 1999). Le cométabolisme et la biominéralisatiors de
composés organophosphorés par des bactéries isoles£té signalés. Une liste des
microorganismes capables de dégrader ces compaig@resentée dansTableau 1.
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Tableau 1. Les microorganismes isolés dégradant les composganaphosphorés. Le

symbole entre parentheses aprés le mode de ddgradgirésente le type d'élément nutritif
gue le pesticide fournit aux microorganismes démmadC, le carbone ; N, l'azote ; P, le
phosphore. ND, non défini.

Composé Microorganismes Mode de Référence
dégradation
Bactéries
Enterobactersp. Catabolique Singhet al. (2003c)
(C,P)
Flavobacteriunmsp. Cométabolisme| Malliakt al. (1999)
Pseudomonas diminuta Cométabolisme | Serdat al (1982)

8 Micrococcussp. Cométabolisme| Guledal.(1997)

% Champignons

§ Phanerochaete chrysoporium | Catabolique (C) | Bumpuet al. (1993)

6 Hypholama fascicularae ND Bendinget al. (2002)
Coriolus versicolor ND Bendinget al. (2002)
Aspergillussp. Catabolique (P)| Obojskaal.(2002)
Trichoderma harzianum Catabolique (P) | Omar (1998)

Pencillium brevicompatum Catabolique (P) | Omar (1998)

Bactéries

Flavobacteriunsp. Cométabolisme| Sethunathan et Yoshida
(1973)

Pseudomonas diminuta Cométabolisme | Sedat al. (1982)

Pseudomonas stutzeri Cométabolisme | Daughton et Hsieh (1977)

Arthrobacterspp Cométabolisme| Nelsenal.(1982)

Agrobacterium radiobacter Cométabolisme | Hornet al. (2002a)

c

o Bacillus spp. Comeétabolisme| Nelsenal.(1982)

<

§ Pseudomonasp. Catabolisme (C} Siddaramappat al.

© N) (1973)

o Pseudomonaspp. Catabolisme (P) Rosenberg et Alexander

(1979)
Arthrobactersp. Catabolisme (C) Nelsat al.(1982)
Xanthomonasp. Catabolisme (C)| Rosenberg et Alexander
(1979)
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Bactéries
_5 Pseudomonasp. Cometabolisme| Chaudzyal.(1988)
:__*-5' Bacillus sp. Cometabolisme| Sharméaal.(1989)
§ Plesimonasp. Cometabolisme| Zhonglt al.(2001)
E\ Pseudomonas pudida Catabolisme (C)| Rani et Lalitha-kumari
D (1994)
= Flavobacterium balustinum Catabolisme (C)| Somara et Siddavattamn
(1995)
Bactéries
Pseudomonaspp. Catabolisme (P Kertestzal. (1994 )
Alcalligenesp. Catabolisme (P) Tolbet al.(1984)
Bacillus megaterium Catabolisme (P)| Quinet al.(1989)
Rhizobiunsp. Catabolisme (P) Lietal (1991)
Agrobacteriumsp. Catabolisme (P) Wackettal.(1987)
Arthrobactersp Catabolisme (P) Piplet al.(1987)
) Arthrobacter atrocyaneus Catabolisme (P)| Pike et Amrhein (1988
g Geobacillus caldoxylosilyticus | Catabolisme (P)| Obojslkat al. (2002)
s Flavobacteriunmsp. Catabolisme (P) Balthazor et Hallas
> (1986)
o Champignons
Penicillium citrium Co métabolisme| Pothuluet al. (1998)
Penicillium natatum Catabolisme (p) | Pothuluet al (1992)
Penicillium chrysogenum Catabolisme (N)| Klimelet al.(2001)
Trichoderma viridae Catabolisme (p)| Zboinsket al.(1992)
Scopulariopsis spand Catabolisme (p)| Zboinsket al.(1992)
Aspergillus niger Catabolisme (p)| Zboinskeat al (1992)
Alternaria alternata Catabolisme (N)| Lipolet al.(2003)
Nocardiodes simplex Cometrabolisme| Mulbry (2000)
Agrobacterium radiobacter Cometrabolisme| Hornet al. (2002a )
@ Pseudomonas monteilli Cometrabolisme| Hornet al. (2002b )
f% Flavobacteriunmsp. Cometrabolisme Adhw al.(1981)
= Pseudomonas diminuta Cometrabolisme| Serdat al.(1982)
§ Nocardiastrain B-1 Catabolisme (C) Mulbry (1992)
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e

(1979)

Pseudomonaspp. Catabolisme (C) Bhadbhasteal. (2002 b)
Bacillusspp. Catabolisme (C) Rangaswamy et
a Venkateswaralu (1992)
g_ Arthrobacterspp. Catabolisme (C) Bhadbhaateal. (2002 b)
% Pseudomonas mendocina Catabolisme (C)| Bhadbhaééeal (2002 a)
g Bacillus megaterium Catabolisme (C)| Bhadbhaeeal. (2002 b)
é Arthrobacter atrocyaneus Catabolisme (C)| Bhadbhadeal. (2002 b)
Pseudomonas aeroginosa Catabolisme (P)| Singh et Singh (2003)
Clavibacter michiganense Catabolisme (P)| Singh et Singh (2003)
Flavobacteriunmsp. Cometabolisme| Adhw al.(1981)
c Arthrobacter aurescenes Catabolisme (C)| Ohshiret al. (1996)
E Burkholderiasp. Catabolisme (C) Hayatstial. (2000)
§ Flavobacteriunmsp. Catabolisme (P) Sethunathan et Yoshida
= (1973)
LGL) Pseudomonaspp. Cometabolisme| Rosenberg et Alexand

ier

Arthrobacteriumspp.

Cometabolisme

Barét al. (1979)
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Chapitre 1 : Isolemenidentification des souches dégradant le glypteosa

1. Introduction

L'utilisation excessive a grande échelle des rasssunaturelles et de synthese de
composeés xénobiotiques a géneré un certain nonepeothlemes environnementaux tels que
la contamination des écosystéemes air, eau et sollaetperturbation des cycles
biogéochimiques. A I'heure actuelle, les pesticldeplus couramment utilisés appartiennent
au groupe des organophosphorés. Le premier inskcticganophosphoré, le pyrophosphate
tétraéthyle, a été développé et utilisé en 193adDmet al., 1984). Par la suite, plusieurs
autres pesticides organophosphorés ont été déésamipcommercialisés. Ces pesticides sont
largement utilisés dans le monde entier pour lutbertre les ravageurs agricoles et ménagers.
Dans I'ensemble, les composés organophosphoréssegpent 38% du total des pesticides
utilisés dans le monde (Post, 1998). Le glyphosatde plus largement utilisé et représente
20% de I'utilisation totale des pesticides, (EP2042.

L’intoxication due aux composés organophosphoréareprobléeme de santé mondial
avec environ 3 millions d'empoisonnements et 200 @d@ces par an (Karalliedde et
Senanayake, 1999 ; Sogatal.,2004).

La dégradation microbienne des pesticides orgarspttarés et le développement de
stratégies de bioremédiation pour les sols polldésdés sur [lintroduction de
microorganismes a capacité bioremédiatrice, reptése un domaine de recherche
important dans le monde entier (Semgtiel, 2001). La bioremédiation est un moyen pas
cher et écologique pour éliminer ces éléments teedgle I'environnement. L'utilisation de
microorganismes dans la décontamination des sakgés par les organophosphorés est
considérée comme une approche respectueuse diollerement. En 1973, la premiére
bactérie dégradant ces pesticides a été isolédiagian échantillon de sol provenant des
Philippines et a été identifiée comrRéavobacteriumsp. ATCC 27551 (Sethunathan et
Yoshida, 1973). Depuis lors, plusieurs bactérieglques champignons et cyanobactéries
qui peuvent utiliser des composés organophosploorsne source de carbone, d'azote ou
de phosphore, ont été isolées. Quelques consortaves la capacité de métaboliser les
composeés organophosphorés ont également été sgisahgh et Walker, 2006; Singh
al., 2003).

Les premieres études du métabolisme bactérienygnggate ont été effectuées avec
des cultures bactériennes mixtes de mélanges dmsaqiour évaluer le devenir du glyphosate
dans le sol (Nomurat al., 1977 ; Rueppleet al., 1977). Des études plus récentes sur les
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bactéries dégradant le glyphosate ont viséesdatsah et I'isolement de souches bactériennes
pures avec des grandes capacités de désintoxiqatiordes usages potentiels dans l'industrie
de la biotechnologie, tels que, par exemple, lgpggsion de glyphosate des cours d'eau ou
encore le développement de cultures de plantestaétes au glyphosate en se basant sur les

genes encodant les enzymes dégradant cet herbicide.

Plusieurs souches bactériennes qui étaient capdbéldggrader le glyphosate ont été
isolées, la plupart de ces bactéries ont été isaéeartir de sites déja traités par I'herbicide.
Cependant, il ya peu de rapports sur l'isolemertiaidéries provenant de sites non traités et

aucun rapport de bactéries dégradant le glyphasaltses des sols Sahariens.

Dans ce contexte, nous avons isolé et caractéséattéries susceptibles de dégrader
le glyphosate a partir de trois sols non traitésawt caractéristiques physico-chimiques
contrastés (un sol agricole, un sol forestier dastamtine et un sol Saharien de Biskra).
L'isolement a été effectué en utilisant des culiutenrichissement sur milieux contenant du
glyphosate comme seule source de carbone ou dehpires Nous avons ensuite identifié les
différents isolats en se basant sur I'analyses @hwe gle 'ARNr 16S, la spectrométrie de
masse par désorption-ionisation laser assistéanp#ice (MALDI-TOF MS), le systeme

API et le systeme des puces phénotypique (Biologia).

2. Matériel et méthodes

2.1. Sites de prélévement
Les sols non traités retenus pour cette étude: sont
- un sol agricole situé a I'lnstitut des Grande#t@as de El- Baarawiya (El-Khroub),

- un sol forestier (forét du campus Chaaberrssasjdisité Constantine 1),
- un sol Saharien de la région de Biskra

2.2. Echantillonnage

Tous les prélevements des échantillons de solténedlisés au printemps (mois d’avril).
Pour chaque sol, aprés avoir écarté les quinzei@rernentimetres du sol, des quantités
suffisantes de terre ont été prélevées de différentroits, espacés environ de 10 m, selon
'axe Nord-Sud. Les échantillons ont été broyésaatisés a travers un tamis de 2 mm et
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divisés en deux parties. Une partie est stock&&Cgpdur 'isolement des bactéries dégradant
le glyphosate, le dénombrement des microorganistuliivables et la détermination de la
respiration microbienne du sol. La deuxieme paatiété séchée a la température ambiante

pour les analyses des propriétés physico-chimiques

2.3. Enrichissement et isolement des souches dégradane |
Glyphosate

Pour chaque type de sol, deux échantillons dedsobg sont introduits dans des
erlenmeyers de 250 ml contenant, respectivementnBBles milieux minimums stériles
MMM1 et MMM2 (annexe 1). Un volume de 120 pl dedthicide Rondup (annexe 1) a été
ajouté, par filtration (filtre 0,22um), a chaqudeemeyer pour atteindre une concentration
finale du glyphosate de 0,5 g/l. Les cultures, iabistenues, ont été incubées a une

température de 30°C sous une agitation de 15p¢fmdant une semaine.

Un volume de 5 ml de chaque culture a été tradsféans 95 ml de nouveaux milieux
minimums stériles (MMM1 et MMM2) contenant, chacum/| de Glyphosate, incubées 7
jours a 30°C sous agitation 150 t/m. Trois autrasgferts successifs ont été réalisés dans des
nouveaux milieux minimums stériles contenant 3t @2 g/l de Glyphosate. Les derniéres
cultures des 2 milieux (MMM1 et MMM 2) ont été diles et ensemencées sur le milieu PCA
(annexe 1) additionné de 1g/l de Glyphosate. Ldtres sont, ensuite, incubées a 30°C
pendant 24 heures, les colonies ont été prélevéaepiguées jusqu’a obtention de souches

pures.
2.4. ldentification phénotypique

Pour la détermination des caractéristiques moggiglies et physiologiques, les isolats
ont été cultivés sur la gélose Columbia (annexet INcubés en aérobiose et en anaérobiose a
37°C.

2.4.1. Le systeme API

L'identification des espeéces a été reéalisée en asanb sur les tests biochimiques
comprenant les kits APl 50CH, API 20E et I'API ZYNBioMérieux, France) et quelques
expériences classiques, dont le principe repose lesir caracteres physiologiques et

biochimiques des souches (coloration de Gram, nit@bdatalase et oxydase).
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2.4.2. La spectrométrie de masse par Désorption-ionisatiotaser assistée par
matrice-Temps de vol. (Matrix-Assisted Laser-Desorpon/lonization.
Time Of Flight Mass Spectrometry) (MALDI-TOF MS)

La spectrométrie de masse par Désorption-ionisalaser assistée par matrice
(MALDI-TOF MS) a été utilisée dans cette étude arsgle I'analyse du gene de 'ARNr 16S
pour lidentification des différents isolats. Cetiiechnique est utilisée pour générer des
empreintes de protéines a partir de cellules biactées entiéres, et par la comparaison de ces
empreintes a une base de données de spectresédencéf par I'utilisation de différents
algorithmes, les bactéries peuvent étre rapidendentifiees (Fenselau et Demirev, 2001).
L'analyse directe des profils protéiques des difi&s isolats par MALDI-TOF a été effectuée
comme décrit par Sengt al. (2009). Une colonie bactérienne bien isolée apéféevée a
partir de la gélose Columbia et étalée en couchacensur une plaque 384 MTP cible
MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Leipzig, Allemagne).

Onze dépots distincts ont été effectués pour lésrents isolats a partir de onze colonies
différentes. Chaque frottis a été recouvert de @lla solution matrice (solution saturée
d'acide alpha-cyano-4-hydroxycinnamique dans 50%acatonitrile, 2,5% d’acide

trifluoracetique) et laissé sécher pendant cinquibeis.

Les mesures ont été effectuées avec un spectroMatreflex (Bruker). Les spectres
ont été enregistrés en mode linéaire positif paugdmme de masse de 2000 a 20000 Da
(parametres: source d'ions 1 (IS1), 20 kV; 1S2518/; lentille, 7 kV). Un spectre a été
obtenu apres 675 tirs par un laser de puissandablarlLe temps d'acquisition est compris
entre 30 secondes et 1 minute par point. Les gmdes isolats ont été importés dans le
logiciel MALDI Biotyper (version 2.0, Bruker) et ogparés avec les 6 213 spectres de
bactéries enregistrés dans la base de donnéesp@&iotie processus du test et de la
technologie MALDI-TOF MS sont présentés danBitaure 3.
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Ajout de 1 pL de matrice
(acide umm&mﬁnmmp
puis séchage (2

+ &tape d'extraction des proténas
intracoliulaires A I'ethanol absolu
ot Al'acide formique 70 %

Dépbt des autres colonies
(un morphotypa par dapdt)

Figure 3. Etapes d’identification par spectrométrie de makesgype MALDI-TOF & partir
d’une colonie bactérienne.

2.4.3. La sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques a été détermipéer les différentes souches par la
méthode de diffusion sur disque Kirby-Bauer. Lesiasmtrations inhibitrices minimales
(CIM) ont été déterminées en utilisant le milieudder-Hinton.

2.4.4. Le systeme des plaques phénotypiques : Phenotype dWiArrays (PM)
(Biolog-Omnilog)

Les plagues phénotypiques (PM) représentent Isiéroe majeure technologie,
"Phenomics", a coté des puces a ADN et les techredgrotéomiques, qui sont nécessaires a
'étude du génome. Tout comme les puces a ADN ®ttéehnologies protéomiques ont
permis d’analyser des milliers de génes ou de predgéout a la fois, la technologie des puces
phénotypiques permet de mesurer quantitativementrdiéers de phénotypes cellulaires a la
fois. La préparation des PM (BIOLOG, Hayward CA,A)& été réalisée, comme décrit par
Bochneretal. (2001).
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2.4.4.1. Préparation des suspensions et inoculation des PM

a) préparation des fluides d’inoculation des PM

Le fluide d'inoculation (inoculating fluid)F-0 GN /GP (1.2x) a été préparé par
l'introduction de 25 ml d’eau distillée stérile dann flacon contenant 125 ml de IF-0 (1.2x).
Un volume de 16 ml de IF-0, ainsi préparé, eset@mans un tube a essai stérile (20 x 150

mm).

Le IF-O+dye a été préparé par l'introduction, dans le flacontenant 125 ml de IF-0
(1.2x), de 1,8 ml du mix A (Biolog Redox Dye) (10@&t de 23,2 ml d’eau distillée stérile. Un
volume de 75 ml du IF-0O+dye est introduit danslandn en plastique stérile de 120 ml.

Le IF-10+dye a été préparé par l'ajout de 1,5 ml du mix A (BipRedox Dye)
(100x) et 23,5 ml d'eau stérile a 125 ml de IF-1L@X). Un volume de 120 ml du IF-10+dye

est pipeté dans un flacon en plastique stérile2@enl.

b) Inoculation des panneaux des plaques PM (Figure 4)

- préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries a identifier ont été ensemencéedasgélose BUG (Biolog Universal
Growth) et incubées pendant 24 h a 37°C. Une (éadd chaque culture bactérienne est
transférée, a l'aide d'un écouvillon stérile, damgube stérile contenant 16 ml de IF-0, puis
agitée pour obtenir une suspension uniforme. Lebidité de la suspension est ajustée par
ajout des cellules a 42% de transmission (T) (iflim®tre du Biolog). Un volume de 15 ml
de la suspension 42%T est transféré dans le flaombenant 75 ml de IF-O+dye, bien

meélangé pour atteindre une turbidité finale de 85%
- Inoculation des plaques PM (1et 2A)

Un volume de 22 ml de la suspension bactérienne B&/@té transféré dans un réservoir
stérile (50 ml). Les plaques PM (1 et 2A) sont,uies inoculées par cette suspension,

a raison de 100 pl /puits.
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- Inoculation des PM (10, 11C, 12B, 13A, 14A, 15B6A)

Un volume de 600 ul de la suspension 85% T esidnit dans 120 ml de IF-10+dye, ce
qui correspond a une dilution de 200 fois puisgféré dans un réservoir stérile (50 ml). Les
plaques PM (10 -16A) sont inoculées par cette suspr, a raison de 100 pl/puits.

9

IF-0
16ml

v

— ) —

[solated
Colonies from u
BUG+B 2% T
®1 + 15 ml @
22 ml [

PM1-2

+ 600 pul
(1:200)

85% T (1:200)

@l

®|
PM 10-16A

Figure 4. Etapes d’inoculation des PM & partir d’'une suspenbactérienne.
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2.4.4.2. Incubation et collection des données

Toutes les plagues PM ont été placées dans unatewbOmniLog en aérobiose réglé
a 30°C et contrbélé automatiquement toutes les ithites pour les changements de couleur
dans les puits. Les lectures sont enregistréesaped® heures, et les données sont analysées
par le logiciel Omnilog-PM (version OM_PM_109M), iqgénéredes courbes de temps en
fonction de la couleur du mix A (Biolog Redox Dy@p0x). Chaque souche a été analysée en
duplicata, et un résultat de consensus a été abtenprocessus du test et de la technologie

sont présentés dansHegyure 5.

i
- —»
- - '_'
Culture Standardisation Dilution dans les Incubatiqn dans
bactérienne de 'inoculum IF-X plus le dye I'Omnilog
par turbidimétre (tétrazolium) et (incubateur/
inoculation des lecteur)
PM
B+
e BAREN Bn
. aenene »
" 88 _"n aan
L] aRRREe
@ "EER RaRan
L] LEE Rl
aadsaanans ‘—
: s
. e
Interprétation cinétique des résultats Lecture des résultats

Figure 5. Phases expérimentales de la technique des plaindemtypiques (PM). Pour
déterminer le profil phénotypique d'une souche dr@atne, une suspension cellulaire est
préparée et inoculée sur des plagues PM. Les @aghktsont incubées dans le systeme
PM OmniLog (incubateur et lecteur). La réduction @hlorant tétrazolium engendre la
formation d'une couleur pourpre qui est enregigbaeune caméra CCD toutes les 15 min
et fournit des informations quantitatives et degtiques de la réponse des cellules dans

les plaques PM.

45



Chapitre 1 : Isolemenidentification des souches dégradant le glypteosa

2.5. ldentification phylogénique

2.5.1. Amplification et séquencage du gene de 'ARNr 16S

Le gene de I'ARNr 16S des isolats a été amplifi@tdisant la paire d'amorces FD1-
RP2 (Weisburget al, 199). L’Amplification par PCR a été réalisée dans wiume de
50 ul contenant 5 pl de la suspension bactériecshhes)M KCI ; 1,5 mM Mg Cf ; 200 uM de
chaque dNTP; 0,2 uM de chaque amorce oligonudiéoe et 0,5 unités de I'ADN
polymeraseTaq (EuroblueTaq, Eurobio, Les Ulis, France). Le cyttlermique est composé
d'une premiere étape de dénaturation de 5 min @ 86ivie par 35 cycles de dénaturation de
30 sec a 95°C, d’hybridation des amorces a 52°Qlap@n30 sec, d’élongation a 72°C
pendant 1 min et une étape d'extension finale den5a 72°C. Le produit de la réaction de
PCR a été examiné par électrophorése en déposgdrtes produits PCR sur un gel d'agarose
a 1% marqué avec le bromure d'éthidium. Le geéagsuite visualisé en utilisant le Gel Doc
1000 (Bio-Rad, Californie, USA). Les PCR réussid été transferées dans la plaque de
purification PCR (Macherey Nagel Hoerdt, Franckjéés a vide sur un collecteur millipore
et agitées avec une plaque Heidolph Titramax 100.

Les produits de PCR purifiés ont été, ensuite, di@pla I'aide du kit de séquencage
BigDye® Terminator v1.1 (Applied Biosystems) commat le tampon de séquencage
Bvdl15X, et les amorces 536F, 536R, 800F, 800R, R@A050R. Le séquencage est réalisé
dans un seéquenceur capillaire automatisé ABI3700pliad Biosystems, Foster City,
California, United States}-{gure 6).
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1. Amplification du gene

3. Purification des produits PCR 4. Séquenge du géene

Figure 6. Etapes de l'identification phylogénique

2.5.2. Amplification et séquencage du gengpoB

L’amplification du gene rpoB) codant pour la sous-unifg¢ de I'ARN polymérase
bactérienne a été réalisée en utilisant les armd@b&7 et CM31b comme décrit par Mol ket
al. (1997) dans le méme mix PCR décrit précédemmentycte thermique est composé
d'une étape initiale de dénaturation de 5 min £&Xtfivie par 40 cycles de dénaturation de 10
sec a 94°C, hybridation des amorces a 55°C pergfasec et élongation a 72°C pendant 5
sec, et une étape d'extension finale de 5 min &.7P8 séquencage a été realisé avec les
amorces CM32h, CM81b en utilisant le méme kit enfame séquenceur décrit pour 'ARNr
16S. La réaction de séquencage consiste a uneépedualation a 94°C pendant 60 sec, suivie
par 30 cycles de dénaturation a 94°C pendant 15 sdxidation a 45°C pour I'amorce
CM81b et & 40°C pour 'amorce CM32b pendant 20eseme élongation a 60°C pendant 50

SecC.
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2.5.3. Amplification et séquencage du genbsp60(GroEL)

L’amplification et le séquencage du géne codant foprotéine du choc thermique de
60 kDa fsp6Q ont été réalisés en utilisant les amorces hsd0iSp60R comme décrit par
Iversenet al. (2004). Le cycle thermique de la PCR est compdsggeedétape initiale de
dénaturation a 94°C pendant 4 min, suivie de 39esyde dénaturation pendant 30 sec a
94°C, hybridation des amorces a 55°C pendant 1élongation a 72°C pendant 1 min, et une
étape d'extension finale de 7 min a 72°C. La réacBigDye® et le séquencage ont été

réalisés dans les mémes conditions que celle AN 16S.
2.5.4. Amplification et séquencage du gengyrB

L’amplification et le séquencage du gene codant fsous-unit§l de I'ADN gyrase
(gyrB) ont été réalisés en utilisant les amorces gyr&t2@yr-1260 comme décrit par Dauga
(2002). Le cycle thermique de la PCR est compas#edtape initiale de dénaturation a 94°C
pendant 4 min, suivie de 35 cycles de dénaturgiemdant 1 min a 94°C, hybridation des
amorces a 55°C pendant 1min, élongation a 72°Cagmeri2l min, et une étape d'élongation
finale de 10 min a 72°C. La réaction BigDye® etskguencage ont été réalisés dans les

mémes conditions décrites précédemment pour ' ARS.

2.5.5. Amplification et séquencage du gendnal

L’amplification et le séquencage du geédeald, encodant une protéine du choc
thermique, ont été réalisés en utilisant les ansof@M1-1F et DN1-2R comme décrit par
Nhung et al. (2007). Le cycle thermique de la PCR est compisgae étape initiale de
dénaturation a 95°C pendant 30 sec, suivie de 8Esyle dénaturation de 30 sec a 94°C,
hybridation des amorces a 50°C pendant 30 secgéatiom a 72°C pendant 1 min, et une
étape d'élongation finale de 7 min a 72°C. La iéacBigDye® et le séquencage ont été

réalisés dans les mémes conditions décrites préwadat pour ’ARNr 16S.

2.5.6. Analyse des séquences

Les séquences des amorces de I'amplification seduencage des genes de 'ARNr
16S rpoB, hsp6Q gyrB, etdnaJsont répertoriés dans Tableau 2.
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Les séquences nucléotidigues ont été analyséeaida KHu logiciel ChromasPro
(version 1,34). Les relations phylogénétiques dageg ont été établies a I'aide de la méthode
Neighbor-Joining mis en ceuvre par le logiciel MEGAamuraet al., 2011). Les séquences
des genes ARNr 168sp60, rpoB, gyrB etdnaJanalysées ont été concaténées et leurs arbres

phylogénétiques Neighbor-Joining ont été reconstaii‘aide du logiciel MEGA 5.

Tableau 2. Séquences des différentes amorces utiliséed’dardification et le séquencage
des génes ARNr 168y0B, hsp6Q gyrB etdnal.

Amorces Séquence (53) Référence

ARNr 16S

Fdi AGAGTTTGATCCTGGVTCAG

RP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT

536F CAGCAGCCGCGGTAATAC

536R GTATTACCGCGGCTGCTG :

800F ATTAGATACCCTGGTAG Weisburget al. (1991)
880R CTACCAGGGTATCTAAT

1050F TGTCGTCAGCTCGTG

1050R CACGAGCTGACGACA

rpoB

CM7 AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG

CM31b CCTGAACACGCTCGGA Molletet al.(1997)
CM32b CGGAACGGCCTGACGTTGCAT

CM81b TGATCAACGCCAAGCC

hsp60

Hsp60F GGTAGAAGAAGGCGTGGTTGC lverseret al. (2004)
Hsp60R ATGCATTCGGTGGTGATCATCAG

gyrB

gyr-320 TAARTTYGAYGAYAACTCYTAYAAAGT Dauga (2002)
gyr-1260 CMCCYTCCACCARGTAMAGTTC

dnal

DN1-1F GATYTRCGHTAYAACATGGA Nhunget al. (2006)
DN1-2R TTCACRCCRTYDAAGAARC

49



Chapitre 1 : Isolemenidentification des souches dégradant le glypteosa

3. Résultats et discussion

3.1. Identification des isolats

Sept isolats bactériens retenus pour identificatiot été isolés a partir de trois sols
différents non traités par le glyphosate. Ces isatat montrés une capacité a croitre dans
un milieu de culture en présence de I'herbicidplybgate comme seule source de carbone

et d’énergie ou de phosphore. Les isolats ont@ténmes comme suit:

- Les isolatsArph 1 et Arph 2 isolés du sol agricole a partir du milieu contdnan
le glyphosate comme seule source de phosphore (MMM2

- L’isolat Frglu isolé du sol forestied partir du milieu contenant le glyphosate comme
seule source de carbone (MMM1),

- L’isolat Frph isolé du sol forestiea partir du milieu contenant le glyphosate comme
seule source de P (MMM2),

- L’isolat Bisglu isolé du sol du Biskra partir du milieu contenant le glyphosate
comme seule source de C (MMM1),

- Les isolatsBisphl et Bisph2 isolés du sol du Biskra partir du milieu contenant

le glyphosate comme seule source de P (MMM2).

Le nombre réduit des isolats est cohérent avectiedes de Quinet al. (1988) ;
Santos et Flores (1995) ; Kryzsko-Lupicka et Ofl097); Liu et al. (1991) ; Dick et
Quinn (1995) qui indiguent que seul un nombre Bmde microorganismes sont capables
de se développer lorsque le glyphosate est fowminte seule source de phosphore, et
lorsqu'il est utilisé comme seule source de carptme&roissance microbienne est rare,
mais la croissance est plus apparente lorsqu'ibggliqué a des concentrations élevées
(Busseet al, 2001). Ce résultat peut étre expliqué par l&citixdes milieux artificiels due
au mode d'action du glyphosate (la voie des acstidamiques est ubiquitaire chez les
microorganismes. Le glyphosate rend les microosyaes incapables de synthétiser des

acides aminés aromatiques indispensables).
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Méme si la premiere étude de l'utilisation de |lactmmétrie de masse pour
l'identification des bactéries remonte a 1975 pahak et Fenselau (Anhalt et Fenselau,
1975), les appareils MALDI-TOF MS concgus pour éftiisés dans des laboratoires n'ont
été mis en place que récemment dans le commerceo¥s des dernieres années, cette
technique a été utilisée dans des études spédfique ont essentiellement évalués sa
capacité a identifier les différents genres bagetérichez les bactéries a coloration de Gram
négative telles quEscherichia coliet d'autres membres de la famille des entérobastér
(Camara et Hays, 2007; Conwayal., 2001), des cocci a coloration de Gram positive,
telles queStaphylococcus aurews des streptocoques (Edwards-Jaeted., 2000; Kumar
et al, 2004) et certains bacilles a coloration de Gparsitive telle queBacillus cereuset
Listeria (Barbuddheetal., 2008; Ryzho\etal., 2000).

Les valeurs de scores permettant l'identificapoésomptive et la discrimination
des espeéces testées de celles de la base de denonédsnnés comme suit: un score > 2
permis l'identification au niveau de l'espéce, cors > 1,7 mais < 2 permis l'identification

au niveau du genre, et un score <1,7 ne permisnaudentification.

L'identification par MALDI-TOF MS a donné un scoralide supérieur a 2 pour la
plupart des isolats permettant ainsi l'identificatiau niveau de l'espéce. Parmi les sept
isolats identifiés par séquencage de 'ADNr 163VIALDI-TOF a correctement identifié
cing parmi elles. Ainsi, la sensibilité et la sieiié générique du MALDI-TOF est trés
élevée. Les regroupements des cing especes ersaet Isar 'analyse phénotypique par
MALDI-TOF et par la phylogénie du gene de 'ARNr3 @taient parfaitement identiques,
cela peut étre expliqué par le fait que les preinbosomales qui ont été utilisées dans
I'analyse MALDI-TOF refletent directement et étemitent la structure de I'’ARNr 16S.

L'analyse par MALDI-TOF de [lisolatArphl, a donné un score de 2,5
correspondant a I'espeBseudomonas putidée spectre de la souche est représenté dans

lesFigure 7.

La séquence de 1500 pb du géne de I'ARNr 16S déftésée dans GenBank sous
le numéro d'accés KC582298. La séquence du gerdRNr 16S de la bactérie est 99,5%
identigue a celle du géne de I'ARNr 16S Be putida (GenBank Accession No.
gb|EU439424.1]), 99,4% similaire a celle € putida (GenBank Accession No.
gb|EU439425.1]), 99,3% a celle Beputida(GenBank Accession No. gb|FJ433882.1)) et
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99% a celle deP. putida (GenBank Accession No. gb]JQ435693.1]). La séquence
nucléotidique partielle de I'ADNr 16S de la baaéa montré des similarités élevées a
celles des difféerentes souches de I'especeutida Le résultat de I'analyse du gene de
ARNr 16S est compatible avec celui du MALDI-TORJes caractéristiques
morphologiques et des tests biochimig@&ableau 3). Par conséquent, l'isolat a été
identifié commeP. putida L’'arbre phylogénique illustrant les résultats l@amalyse de
I’ADNTr 16S est représenté dansHegure 17.

L’antibiogramme de l'isolat est représenté dan&ifure 8 et sa sensibilité aux
différents antibiotiques testés est établie en @am les concentrations inhibitrices
minimales (CIM) de l'isolat avec celles données lpaComité de I’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CASF)ableau 4). L'isolat est résistant a la
ticarcilline, la triméthoprime/sulfaméthoxazole, ggpéracilline/tazobactam, la aztréonam

et sensible aux autres antibiotiques testés.
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Figure 7. Spectre de masse Atphl. Les spectres obtenus a partir de 11 colonies
individuelles ont été comparés et un spectre deeate a été geneére.
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Figure 8. Antibiogramme de l'isolat Arphl1 sur milieu MH2

Pour les deux isolat&rph2 et Frglu les scores obtenu par I'analyse du MALDI-
TOF, étaient de 2,4 et 2,3 proches de I'esfgatterobacter cloacaagspectivement. Les
spectres des deux souches Arph2 et Feglnt représentés dans IEgyure 10 et 11,

respectivement.

Pour I'analyse du géne de I'ARNr 16S, I'isokatph2 a montré une similitude de
séquence du géne de 99,1% avec la soUeheloacae (GenBank Accession No.
gb|JF772064.1|) de 98,9% aveccloacae(GenBank Accession No. gb|CP003737.1]) et
98,9% Pantoea agglomerangGenBank Accession No. gbJAY335552.1|). Alors que
I'isolat Frglu a montré une similitude de 99,3% avecloacae(GenBank Accession No.
gb|IX307682.1|) €. cloacag GenBank Accession No. gb|EF551364.1|) et de 9&886
E. cloacagGenBank Accession No. gb|EF059833.1]|). Les ségsapartielles de 1513 pb
et de 1288 pb du géne de 'ARNr 16S des isofatsh2 et Frgluont été déposées dans
GenBank sous les numéros d'accés KC582299 et KOB82&spectivement. En se basant
sur le résultat des analyses phylogéniques, phgioptys(Tableau 3) et le MALDI-TOF,
les isolats Arph2 et Frglpeuventétre identifiés comme deux souches de I'esfgece
cloacae.L'arbre phylogénétique illustrant les résultats ldmalyse de 'ADNr 16S des

deux isolats est représenté danBitaure 17.

Les antibiogrammes des deux isoldiph2 et Frglu sont représentés dans les
Figure 10 et12, respectivement et leur sensibilité est intergrélgns lefbleau 4. L'isolat
Arph 2 est résistant a la ticarcilline, la trimghione/sulfaméthoxazole, la ticarcilline/ac.
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clavulanique, la aztréonam, la ceftriaxone et $g@siux autres antibiotiques testés. Quand

a l'isolat Frglu, il est sensible a tous les amtilgjues testés.
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Figure 9. Spectre de masse Atph2. Les spectres obtenus a partir de 11 colonies
individuelles ont été comparés et un spectre dizeate a été généré.

Figure 10. Antibiogramme de I'isolat Arph2 sur milieu MH2
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Intens.
[a.u]
¥104

1.0
0.8
0.6

0.4

U

2000 4000 5000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 iz

by

Figure 11. Spectre de masse daglu. Les spectres obtenus a partir de 11 colonies
individuelles ont été comparés et un spectre dgeate a été généré.

Figure 12. Antibiogramme de I'isolat Frglu sur milieu MH2
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Pour lisolat Frph, le résultat du MALDI-TOF [lidentifie commeRahnella
aguatilisavec un score de 2,5. Le spectre de la souchemstsenté dans Iésgure 13.
Le résultat de l'analyse de la séquence du ged@dldelr 16S montre que l'isolat Frph
partage une similitude de 99,2% av& aquatilis (GenBank Accession No. gb
[FJ405361.1]), de 99% avBc aquatilis(GenBank Accession No. gb |AY253921.1]) et de
98,8% avedR. aquatilis(GenBank Accession No. emb |X79937.1|). La séqupadéelle
de 1337 pb du géne de 'ARNr 16S de l'isolat Frpétéa déposée dans GenBank sous le
numero d'acces KC58230L'analyse phylogénétique de 'ADNr 16S regroupe I&so
avec les souches de I'esp&eaquatiliscomme le montre I&igure 17.En se basant sur
le résultat des analyses phylogéniques, phénotgpi@itableau 3) et du MALDI-TOF
lisolat Frphpeutétre identifié comm®&. aquatilis.

L’antibiogramme de l'isolat est représenté dan§ipure 14 et sa sensibilité est

interprétée dans [Eableau 4 L’isolat est sensible a tous les antibiotiquesés.
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Figure 13. Spectre de masse #eph. Les spectres obtenus a partir de 11 colonies

individuelles ont été comparés et un spectre deate a été geneéré
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Figure 14. Antibiogramme de l'isolat Frph sur milieu MH2

Pour l'isolatBisglu le score obtenu par le MALDI-TOF était 2,4 procleel’espéce
Serratia marcescense spectre de la souche est représenté daRigle® 15.Le résultat
de l'analyse de la séquence de I'ADNr 16S a moqtré l'isolat Bisglupartage une
similarité de 99,3% ave8. marcescen&GenBank Accession No. gb [JQ308606.1%.et
marcescengdGenBank Accession No. gb | JQ308604.1|) et 98@%c S. marcescens
(GenBank No. dbj | AB594756.1 |). La séquence @éatde 1233 pb du géne de I'ARNr
16S de l'isolat a été déposée dans GenBank sowsriéro d'acces KC582302. L’analyse
phylogénétique de I'ADNr 16S regroupe lisolat aveles souches de I'espéce
S.marcescensomme le montreFigure 17. Sur la base des résultats de l'analyse
phylogénétique, phénotypiqud@ableau 3) et du MALDI-TOF, lisolat Bisglu peut étre

identifi@¢ commeS. marcescens.

L’'antibiogramme de l'isolat est représenté dan§itpure 16 et sa sensibilité est
interprétée dans [Eableau 4 L’isolat est sensible a tous les antibiotiquetés.
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Figure 15. Spectre de masse Bésglu. Les spectres obtenus a partir de 11 colonies

individuelles ont été comparés et un spectre dreate a été généré

|Figure 16. Antibiogramme de I'isolaBisglu sur milieu MH2
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Pseudomonas putida EU439424 .1

92 I Arph1 strain
Pseudomonas putida EU439425.1
99 Pseudomonas putida FJ433882.1
Pseudomonas graminis HQ256863.1

¥ 190 Pseudomonas aeruginosa JX193586.1

P fluorescens JF708878.1
g7 —— E. asburiae JX480546.1

Enterobacter cloacae JF772064.1
ng Enterobacter cloacae subsp. dissolvens HQ651837.1
Arph2 strain

Frglu strain
{Enterobacter cloacae EF551364.1

00
| i

Enterobacter oryzae JX088114.1
Enterobacter cloacae JX307682.1

Serratia marcescens JQ308599.1
Serratia marcescens JQ308604.1
| Bisglu strain

7 Serratia marcescens JQ308606.1

Serratia symbiotica KC215470.1

Serratia grimesii KC167881.1
79 1 Serratia proteamaculans JX897945.1
Frph strain
99 I Rahnella aquatilis AY253921.1
Rahnella aquatilis X79937 1
g5 Rahnella aquatilis FJ405361.1

— Enterobacter sakazakii EU675655.1
— Escherichia coli KC202264.1

—

0.05

Figure 17. Arbre phylogénique de tygNeighbor-joining baséur des séquences du géene
'ARNr 16S de différentes souches d’Enterobactead?our examiner la validité de I'art
NJ, 1000 répliques bootstrap ont été utes. L'échelle 0,8 représente le nombree
substitution par position de nucléotide et estimndivVergence des séquer.
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Tableau 3.Propriétés morphologiques et biochimiques degwifft isolats. (+) isolat positif;
(-) isolat négatif.

Propriétés Arphl Arph2 Frglu Frph Bisglu

Morphologie bacille bacille bacille bacille bacille

Type de respiration aero- aero- aero- aero- aero-
anaéro anaéro anaéro anaéro anaéro

Mobilité + + + + +

Tests biochimiques

Test de Gram - - - - -

Oxydase/ catalase +/+ -/+ -/+ -/+ -+

B-galactosidase -

Voges-Proskauer -

Lysine decarboxylase -

+ +
+ +
Nitrate production - + +
+ +
+ +

Ornithine -
decarboxylase

H,S production - - - - -

Urease - - - - -

Tryptophan deaminast

U
1
1
1
1
1

Indole production - - - -

+ |

Gelatinase - - - -

Arginine dihydrolase + - - - -

+
1
+

Citrate + +

Utilisation des sucres

Mannose -

Glucose -

+ |+ |+

Sorbitol -

Rhamnose -

Sucrose -

Melibiose -

+ |+ [+

Amygdalin -

|+ [+ [+ ]|+
|+ [+ [+ ]|+
|+ [+ [+ ]+ |+

Arabinose -

+

Inositol -
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Tableau 4. Test de sensibilité aux antibiotiques des diffésenblats. (S) sensible ; (R)
résistant ; (-) non testé.

" o
@ | g | &g S
Q Q Y % 5
N % % =38 S 2o
Souche |£ - |§= |25 |ST |58
CLr s o o = Q = = @© o
Antibiotique 58 |Lg |DE |Ls |< 2
© @®© @© 2 o)
o) QO ]
o < < £ E
i) 2 o) < @
c c N 4 g
L L
Céfépime S S S - S
Ticarcilline R S S S R
Imipéneme S S S S S
Gentamicine S S S S S
Amikacine S S S S S
Triméthoprime/sulfaméthoxazole R S S S R
Colistine - - - S S
Ticarcilline/ac. Clavulanique R S S S -
Pipéracilline/tazobactam S S S S R
Aztréonam R S S S R
Ceftriaxone R S S S -
Tobramycine - - - S S
Ertapéneme S S S S -
Ciprofloxacine S S S S S
Ceftazidime - - - S S

Pour les deux isolaBisphl etBisph2, le score obtenu par I'analyse MALDI -TOF
était de 1,8 proche du gerEaterobacter ce qui suggere que les deux isolats ne peuvent
étre rapprochés a aucune des especes connuesedgasre. Les spectres de référence des

deux souches sont représentés danBitgses 18, 19
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Figure 18. Spectre de masse de référenc8Bbphl. Les spectres obtenus a partir de 11
colonies individuelles ont été comparés et un speale référence a été généré.
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Figure 19. Spectre de masse de réféerenc8Bdph2. Les spectres obtenus a partir de 11
colonies individuelles ont été comparés et un speale référence a été généré.
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Les cellules des deux isolats Bisphl et Bisph2 s@mb-anaérobies facultatifs,
mobiles, des bacilles a coloration de Gram négdfigure 20, 21),de 0,3 um de large
par 1,8 um de long et de 0,9 um de large par 2,d@tong respectivemer(igure 22,
23). Elles présentent les caractéristiques généralegedre Enterobacter qui sont une
catalase positive, une oxydase négative, une armssapres 18- 24 h a 15- 44°C avec un
optimum de croissance a 37°C sur la gélose nomrts@&eColumbia agar additionnée de
5% de sang de mouton et de la gélose chocolatsApre incubation en aérobiose pendant
24h a 37°C sur geélose Columbia au sang, les caoétaient non hémolytiques et
pigmentées en jaune pour l'isolat Bisphl. Toutefes deux isolats ont divergés sur la
base de certains caractéeres biochimiques. L'idisphl est positif pour la production
d'indole et donne une réaction positive pour letstde $-glucosidase, I'acide succinique,
l'acide L-aspartique, le dulcitol, le D-xylose, dide formique, l'acide L-glutamique,
'acide D-galactoniqueg-lactone, la Tween 20, la L-asparagine, le D-glaousique,
'acide lactulose, le saccharose, le mono méthgtisate, I'acide pyruvique, l'acide L-
galactonique~lactone, la pectine, I'amygdaline, le D-arabino$e, D-arabitol, le 2-
désoxy-D-ribose, le 3-P-D-galacto-pyranosyl-D-arabinose, édeméthyl-D-glucoside, le
2-hydroxy benzoique, I8 hydroxy-butyrique, I'acide 5-céto-D-gluconique lgicide L-
histidine. En revanche, lisolat Bisph2 est négatibur tous les composés cités
préecédemment et il utilisait le maltitol, le D-ps$e et le D-mélibiose en tant que seules
sources de carbonEiure 24, 25 et 2p(Tableau 5, 6 et 7)

Les antibiogrammes des deux isolats Bisphl et Rispint représentés dans la

Figure 27 et leur sensibilité, respective, est interprétesdeTableau 8
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Figure 20.La coloration de Gram de l'isolBisph1l.

Figure 21 La coloration de Gram de I'isolBisph2.
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Figure 22 Microscopie électronique de transmissiorBilph1l en utilisant un 268D Morgani
(Philips) a une tension de fonctionnement de 60Ll&/barre d'échelle représente 1000 nm.

Z [

Figure 23.Microscopie électronique de transmissiorBikgph2 en utilisant un 268D Morgani
(Philips) a une tension de fonctionnement de 60Ll&/barre d'échelle représente 1000 nm.

65



Chapitre 1 : Isolemenidentification des souches dégradant le glypteosa

Figure 24.Résultat de la galerie Api 20 E des isoBisphl en haut eBisph2 en bas.

Tableau 5 Test API 20 pour les isolats Bisphl et Bisph 2

Api 20E Bisph 1 Bisph 2

B-galactosidase + +

Arginine dihydrolase - -

Lysine decarboxylase - -

Ornithine decarboxylase - -

Citrate + -

H,S production - -

Urease - -

Tryptophan deaminase - -

Indole production -

Voges-Proskauer -

Gelatinase

Glucose

+| +]
+| + ]

Mannose

Inositol

Sorbitol

+ |+

Rhamnose

Saccharose

Melibiose

Amygdalin

+| 4|+
+| 4+

Nitrate production

Oxydase

NO2

+
+
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Figure 25.Résultat de la galerie Api 50CH des isoBisphl a gauche eBisph2 a droite.

Tableau 6. Test APl 50 CH pour les isolats Bisphl et Bisph 2

Numéro de test API 50 CH Bisphl Bisph2
1 Glycérol + +
2 Erythritol - -
3 D- Arabinose - -
4 L- Arabinose - +
5 D- Ribose + +
6 D-Xylose - +
7 L-Xylose - -
8 D-Adonitol - -
9 Méthyl-BD-Xylopyranoside - -
10 D- Galactose - +
11 D-Glucose - +
12 D-Fructose - +
13 D-Mannose - +
14 L-Sorbose - -
15 L-Rhamnose + +
16 Dulcitol - +
17 Inositol - -
18 D-Mannitol - +
19 D-Sorbitol + +
20 Méthyl-a-D-Mannopyranoside - -
21 Méthyl-a-D-glucopyranoside - +
22 N-AcétylGlucosamine - +
23 Amygdaline + +
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24 Arbutine + +
25 Esculine citrate de fer + +
26 Salicine + +
27 D-Cellobiose + +
28 D-Maltose + +
29 D-Lactose (origine bovine) + +
30 D-Melibiose + -
31 D-Saccharose - +
32 D-Trehalose - +
33 Inuline - -
34 D-Mélézitose - -
35 D-Raffinose - +
36 Amidon - -
37 Glycogene - -
38 Xylitol - -
39 Gentiobiose - +
40 D-Turanose - -
41 D-Lyxose - +
42 D-Tagatose - -
43 D-Fucose - -
44 L-Fucose - -
45 D-Arabitol - +
46 L-Arabitol - -
47 Potassium Gluconate - +
48 Potassium 2-Cétogluconate - -
49 Potassium 5-Cétogluconate - +

Figure 26.Résultat de la galerie APl ZYM des isolBisphl en haut eBisph2 en bas.
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Tableau 7. Test API ZYM pour les isolats Bisphl et Bisph 2

APl ZYM Bisphl Bisph2

Phosphatase alcaline + +

Estérase (C4) - -

Estérase lipase (C8) - -

Lipase (C14) - -

Leucine arylamidase + +

Valine arylamidase - -

Cystine arylamidase -

+ |

Trypsine -

o — chymotrypsine - -
Phosphatase acide + +
Naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase + +
a-galactosidase - -
B- galactosidase + +
B- glucosidase - -
a-glucosidase + +
B-glucosidase +

N-acétyl$- glucosaminidase - -

o-mannosidase - -

o-flucosidase - -
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Figure 27. Antibiogrammes des isolaBisphl (a gauche) dBisph2 (a droite) sur milieu
MH2
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Tableau 8. Test de sensibilité aux antibiotiques des deuxatsoBisphl et Bisoh 2. (S)
sensible ; (R) résistant ; (R/S) intermédiaire.

Antibiotique Bisph 1 Bis ph2
Ceféepime S S
Ticarcilline+acide clavulanique S S
Céftiaxone S S
Aztréonam S S
Piperacilline+Tazobactam S S
Ticarcilline R S
Imipéneme S S
Ertapeneme S S
Ciprofloxacine S S
Gentamicinel5 S S
Gentamicine500 S S
Amikacine S S
Trimétroprime+Sulfamides S S
Amoxcilline R R
Amoxcilline+ Acide clavulanique S S
Nitrofurantoine S R
Vancomycine R R
Rifampicine R/S R/S
Doxycycline S R/S
Erythromycine R R
Trimethoprime S S
MetronidAzole R R
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Les séquences du gene de 'ARNr 16S des isolafshBist Bisph2 ont montrées
une similarité de 95,8% entre elles et forment Besnches distinctes dans l'arbre
phylogénétiquéFigure 28).Les deux isolats présentent une grande similitledeéquence
du gene de I'ARNr 16S de 99 % avét cloacae (GenBank Accession No. gb
|[CP001918.1]), de 89,8% auewcterobacter dissolverstrain AGYP1 (GenBank Accession
No. gh|HQ336043.1]), et de 98,4%Salmonella enterica subsp. Enteri¢@enBank
Accession No. gb|CP000857.1|) pour Bisphl; de G88%c E. asburiae (GenBank
Accession No. gb |[JF772103.1|), et de 97% aKbsbsiella pneumoniagGenBank
Accession No. gb |EF197996.1|) pour Bisph2.

Malgré les similarités élevées des séquences deld@hiARNr 16S entre les deux
isolats Bisphl, Bisph2 et les souches données parBéhk, ce résultat reste non
discriminatif pour ces deux isolats. La similarté@ géne de 'ARNr 16S de la souche
E.cloacaeNRCG9 (GenBank Accession No. gb |JX514420.1|)gx@mple est de 99%
avecKlebsiella sp. (GenBank Accession No. gb |[HM461201.1|). LackeE. cloacae
ACC6 (GenBank Accession No. gb |[JX514409.1|) qudlet partage une similarité de
99,9% avecPantoeasp. NJ-32 (GenBank Accession No. gb|AM421978.1|)awec
E.aerogenesMDAZTVIIIR (GenBank Accession No. gb [JF513188.&f) Klebsiella
pneumoniaezg2010 (GenBank Accession No. gb |[JX514409.1|)aulne exemple de la
soucheE. oryzaestrain WL4 (GenBank Accession No. gb [JF513182di)partage une
similarité de la séquence de 'ADNr 16S de 99,4%ecak. radicincitansstrain DSM
16656T (GenBank Accession No. emb|HF569043.1|¢ &%3% ave&. aerogenestrain
LSRC (GenBank Accession No. gb|JF772083.1|). Cetdirme que le gene de 'ARNr
16S seul, n’est pas discriminatif du genre dariari@lle des Enterobacteariaceae.

L'analyse de la séquence du gene de 'ARNr 168juedque les deux isolats
appartiennent a la famille des Enterobacteriacesés sur la base de ces seuls résultats,

les deux isolats ne peuvent pas étre placés avittide a un niveau taxonomique plus fin.
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Y

Enterobacter cowanii strain 83876 (gi219878427)

Enterobacter oryzae (gi393827456)

44

19
— 8 E_cloacae strain EMP133 (gi381278380)

4 [ Bisph1
E E.cloacae subsp.dissolvens strain CGM3 (gi384254842)
s2—Enterobacter intermedius (9i12044274)
ﬂ E. amnigenus strain S T MRS 17 (gi425707152)
? ————Enterobacter nimipressuralis strain LMG (gi343206384)
Enterobacter kobei strain ZR040 (gi401879020)
46 E.pyrinus strain B43 (i265678570)

s——Enterobacter asburiae strain (gi407067892)
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E. aerogenes strain Ags4 (0i226859017)
2 7 Enterobacter ludwigii strain YPB101 (gi381278400)

[ % E. hormaechei strain ZR084 (gi401879078)

53 rEnterobacter mori strain R8325 (¢i381217571)

Klebsiella pneumoniae strain ZJUTBCX11(gi32975679)
Bisph2
4 E. turicensis strain LMG 23730(gi428186915)

Salmonella enterica (gi7110447)
E.helveticus strain LMG 23732 (gi428186916)

Enterobacter sakazakii strain ES23 (gi188011099)

—
0.002

E. coli strain XJALT1271YG2 (gi425706936)

Figure 28. Arbre phylogénique de tygNeighbor-joining baséur des séquences du gt
de 'ARNr 16S de différentes souches de la familienterobacteriacae. Pour examine
validité de I'arbre NJ, 1000 répliques bootstrap €@ utilises.l'’échelle 0,002 représen

le nombre de substitution par position deléotide et estime la divergence des séquk.
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Il a été démontré par une étude de Mattetl. (1997) que parmi certains taxons,
comme les Entérobacteriaceae, la variation danségsiences conservées du gene de
'ARNr 16S ne permet pas l'identification des egseet que les niveaux de divergence
entre les séquences du germB de différentes souches d’Enterobacteriaceae sont
nettement plus élevés que ceux entre leurs gend@RBlr 16S. La comparaison des
séquences partielles du gapeB était plus sensible que celles du géne de 'ARBE &t
représente entre 1% a 15,4% plus de variabiliténi@e exemple, les deux espéEe coli
et E. fergusoniisont impossibles a distinguer sur la base de letgsences d'/ARNr 16S,

mais leurs séquences partieltpeB divergent en 12 positions.

Dans l'ensemble, les résultats des études préseduatijuent que la séquence
partielle derpoB permet une identification précise parmi les baeséentériques. Ce géene
présente une moyenne de trois fois plus de divesgente-especes que la région la plus
variable du gene de I'ARNr 16S. En outre, étantanbgbour une protéine, la séquence
partielle du generpoB présente un cadre de lecture non-ambigué qui petme
vérification facile de I'exactitude de la séquencefte commande ne peut pas étre
appliguée a la séquence du gene de I'ARNr 16S.uffe,aune interprétation ambigué du
séquencage de I'ARNr 16S peut se produire dangdpsces hébergeant de multiples
copies du géene de I'ARNr 16S, tel que démontréeelas différents opéron dais coli
(Cilia etal., 1995 ). L'existence de plusieurs copiesEB n'a jamais été rapportée pour
les bactéries. En résumé, l'approche basée sémnke de I'ARNr 16S pour l'identification
des bactéries a été soupgconnée (Fad.e1992; Martinez- Murcia edl., 1992; Forsman
et al.,, 1994; Roux et Raoult, 1995), l'utilisation de Egsence partielle du genpoB
semble étre un complément raisonnable ou un autieumiversel pour l'identification des

Enterobacteriaceae.

Comme I'utilité du genepoB pour l'identification des especes et la discrirmam
entre les membres de la famille des Enterobacta@ma été démontrée précédemment par
plusieurs auteurs (Drancowtal., 2001 ; Lietal., 2004 ; Kampfeetal., 2005 ; Stephaat
al., 2007), cette approche a été utilisée pour détemba position taxonomique des deux

isolats Bisphl et Bisph2.

Les plus fortes similarités de séquenqesB pour les deux isolats étaient de 93,9%
avec E. cowanii (GenBank Accession No. emb |AJ566944.1|), 92,6%c &ltebsiella
pneumoniae subsp. pneumon{@&enBank Accession No. gb |CP003785.1|) pour Bigth
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de 96,5% aveE. oryzae(GenBank Accession No. gb |EU249553.1|), 6,3% avec
E.asburiae(GenBank Accession No. gb |[CP003026.1|) pour Bispe2 deux isolat

présentent 91,9% de similarité de séquences du rpoB entre eux. L'analyse dt

séquences du gemegoB a montrée que les deux isolats partagent des widels avec le

especes @Enterobacterendessous du seuil détermirCut-off rpoB = 97,7% (Mollet et

al., 1997)) ce qui indique quBisphl et Bisph2 peuvent étre deux nouvelles espéa

genreEnterobacterL’analyse phylogénétique generpoB regroupe les deux isolats a\

d'autres especes du gemrterobacte comme le montre |Rigure 29.
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[—Enterobacter nimipressuralis strain EN 633 gi|34494353

65
49

65

53

" Enterobacter amnigenus gi[34494355]

Enterobacter helveticus strain LMG 23732 gi[117912926]
Enterobacter turicensis strain LMG 23730 gi|110589619
Enterobacter sakazakii strain LMG 5740 gi[111378458|
Enterobacter cowanii strain BCC 009 gi|194304391]
Enterobacter pyrinus strain LMG 22970 gi|111378456|

29

Enterobacter intermedius 9i|34494363|

H [Enterobacter oryzae strain Ola 51 gi|166064925|

Bisph2

81 T—Klebsiella pneumoniae strain 1322 gi|55975959|

23

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis strain SE38 gi|226358426|

L Enterobacter aerogenes strain LMG 2094 gi|111378454|

Enterobacter cancerogenus gi|34494357|

Enterobacter dissolvens type strain ATCC23373T gi[34494029
Enterobacter kobei gi|34494365|

Enterobacter mori strain R33 i|256861702|

Enterobacter asburiae strain R22 gi|190341736]

Enterobacter ludwigii strain Ez1858 gi|273067673|
Enterobacter hormaechei type strain ATCC49162T gi|34494027|
Enterobacter cloacae 9i|34493901|

Bisph1

0002

Eschirichia coli gi|42823|

Figure 29. Arbre phylogénique de tygNeighbor-joining baséur des séquences du gt
rpoB de différentes souches de la famille Enterobacteriacae. Pour examiner la vali
de I'arbre NJ, 1000 répliques bootstrap ont élésées.
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Trois autres génes codant pour les protéimgs60 (Harada et Ishikawa, 1997,
Ilversenet al., 2004),gyrB (Dauga, 2002), ednaJ (Nhunget al., 2006) ont été séquencés
pour décrire les relations phylogénétiques desaisoét Bisphlet Bisph2 avec d'autres

membres du genienterobacteid’une fagon plus profonde.

Les résultats de I'analyse du gé&sp60ont montrés que Bisphl a une similarité de
94,3% et 93,5% aveE. cowanii(GenBank Accession No. emb |[AJ567896.1F.eloacae
(GenBank Accession No. emb |FN547032.1|) respengwg alors que lisolat Bisph2
partage 94,7% de similitude avic cloacag(GenBank Accession No. emb |[FN547033.1|)
et Salmonella enterica(GenBank Accession No. gb |CP003416.1|) et 92,6%c a
E.cowanii(GenBank accession No. emb |AJ567896.1|). Lesesegs du genlesp60des
isolats Bisphl et Bisph2 ont montrées une simdadi¢ 94,6% entre elles et forment des
branches distinctes dans l'arbre phylogénétiques Que faiblement soutenu par I'analyse
des bootstragFigure 30).

Les similarités les plus élevées des séquencesmirgyrB des deux isolats ont été
trouvées ave&. cloacae(GenBank No. gb |[CP002272.1]) & 90,7%5ektnterica subsp.
salamag(GenBank No. gb | EU014644.1|) a 90,4% pour ks@8isphl et aveE. cloacae
(GenBank No. dbj |AB084016.1]) a 90,9% ®almonella enterica subsp. enterica
(GenBank No. gb |[EU146982.1|) & 90,7% pour Bisph®e similarité de 90,3% a été
trouvée entre leurs deux séquences. Les similitedé® les séquences du gayyeB de
toutes les especes @&erratia variaient de 84,8 a 97,3% et la marge de variaiion
I'intérieur des genreslebsiellg Enterobacteret Proteusétait similaire a celle d8erratia
(Dauga, 2002). Les isolats Bisphl et Bisph2 présgntes similarités de séquences du
génegyrB avecE. cloacaeet S. entericacomprises dans cette marge, ce qui indique que
les isolats peuvent étre représentatifs de deuxelles especes du gerteaterobacterou
Salmonellal’analyse phylogénétique du géggrB regroupe les deux isolats avec d'autres

especes du genknterobactecomme le montre IRigure 31.
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___ Enterobacter kobei strain EN256 (0155724936)

14— Enterobacter dissolvens strain EN544 (i55724986)
—Enterobacter ucwigii strain EN463 (gi56398900)
40—Entsrobacter nimjpressuralis type strain ATCC 9912T(gi34494533)
Enterobacter hormaechei subsp. steigerwalti strain ENG06 (gi56396946)
Enterobacter sakazaki strain ATCC 12868 (gi50942583)

3 Bispht

—Enterobacter cloacae strain DIV140 (gi258590777)

Enterobacter pyrinus strain ATCC 498517(qi34494535)

20 [ Bisph

4&—Enterobacter cowani strain CIP 107300T (qi34494525)
—Enterobacter amnigenus type strain ATCC 3072T (gi34494521)
—Enterobacter intermedius type strain ATCC 331107 (gi34494529)
o Enterobacter aerogenes (gi15824532)

—Klebsiella pneumoniae strain MISC40 (gi37624709)

Salmonella typhimurium isolate 20075F138 (gi190335769)
Escherichia coll strain TW14359 (gi209750465)

4

42

-~ D
=

0002

Figure 30. Arbre phylogénique de tygNeighbor-joining baséur des séquences du gt
hsp60de différentes souches de la famille des Enterebacae. Pour examiner la valid
de l'arbre NJ, 1000 répliques bootstrap ont étésées. Léchelle 0,00 représente le

nombre de substitution par position de nucléotideséme la divergence des séque.
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Enterobacter asburiae strain CIP 103358 gi|34500120]
—— Bisph1
35 100—— Bisph2
Enterobacter cloacae subsp. dissolvens strain CIP 105586 gi|34500126]
4 49— Enterobacter cloacae strain ATCC 13047 gi|410946030]
4 70— Enterobacter hormaechei strain CIP 103441 gi|34500130|
Enterobacter kobei strain CIP 105566 gi|34500134|

[ Enterobacter cancerogenus strain CIP 103787 gi34500122|
] Salmonella enterica subsp. enterica serovar Oranienburg gi|22090927|
Klebsiella pneumoniae strain CIP 82.91T gi[15551716]
—— Enterobacter aerogenes strain ATCC 13048 gi|410946032)
41— Enterobacter nimipressuralis strain CIP 104980 gi|34500136|
Escherichia coli 0111 strain:ECO111P1 gi|22090663)

26

0002

Figure 31. Arbre phylogénique de tyrNeighbor-joining baséur des séquences du gt
gyrB de différentes souches de la famille Enterobacteriacae. Pour examiner la vali
de l'arbre NJ, 1000 répliques bootstrap ont étésées. Léchelle 0,00 représente le
nombre de substitution par position de nucléotideséme la divergence des séque.

Le résultat de I'analyse de la séquence du dnaJa montré que la souche Bisp
partage une similitude de 87,7% et a.E. cloacae (GenBank Accession No. ¢
|[CP002272.1]) et de 87,1%. enterica subsp. diarizor (GenBank Accession No. d
|[AB272682.1|), tandis qudBisph2 partage 89,3% de similitude av&. cancerogenu
(GenBank Accession No. dbj |[AB272637.1|) et 88,A%c:E. cloacae subsp. cloac
(GenBank Accession No. emb |FP929040.1E. hormaeche(GenBank Accession N
dbj |[AB272641.1|). Lesalix isolats ont montrés une similarité de séquedaegenednal

de87,2% entre eux.

Selon les études de Nhuet al. (2006), le degré de divergence du gdnaJdans
la famille des Enterobacteriacea est environ s sapérieurde celuidu gene de I'ARN
16S. Plus encore, une plus grande divergence dgsemsees du géndnal était

particulierement évidente pour les espéeces maléréifficiés par d'autres analy
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génétiques. L'espede. hormaeche par exemple a montré une différence de % pour la
séquence du gene ARNr 16S avec cellE. cloacae(Paradis etl., 2005), mais 11,1%
de différence deséquences du geidnaJa été trouvée entre ces deux espéeces. Bisg
Bisph2 ont montré12,3% et 10,7% de difféerence séquence:du géne dnal
respectivement, avec les espeEnterobactercités cidessus, cela suggere que ces ist
peuvent étre de nouvelles espéces du geEnterobacter soutenant ainsi les résultats
I'analyse des séquences des gérpoB, hsp60et gyrB. De plus, I'aalysephylogénétique
des séquences du gedead a également mis en évidence que les deux isolatshBet
Bisph2 forment des branches séparées qui se regrbagec les especesEnterobacter

dans I'arbre phylogénétiquEigure 32).

S. enterica subsp. enterica gi188213982)

—— Enterobacter aerogenes strain GTC 121 (gi157059944)
Enterobacter asburiae strain:GTC 1719 (gi157059948)
Enterobacter kobei strain GTC 1531 (gi157059960)
Enterobacter hormaechei strainGTC 1318 (gi157059958)

Enterobacter cloacae subsp. Dissolvens strain: GTC 1514 gi(157059954)
Enterobacter cloacae strain GTC 109 (gi157059952)

Enterobacter cancerogenus strain GTC 1269 (gi157059950)

Enterobacter amnigenus strain GTC 340 (gi157059946)

Enterobacter nimipressuralis strain GTC 1513 (gi157059962)
Bisph2

— Bisph1

Enterobacter pyrinus strain GTC 1516 (gi157059964)

—— Enterobacter sakazakii strain GTC 336 (gi157059966)

26— Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis strain GTC 101 (gi157059990)

—— Escherichia coli (gi145770)

—
0.1

Figure 32. Arbre phylogénique de tygNeighbor-joining baséur des séquences du gt
dnaJde différentes souches de la famille des Enterebacte. Pour examiner la valid
de I'arbre NJ, 1000 répliques bootstrap ont étésées. L'échelle 0,Xeprésente le imbre
de substitution par position de nucléotide et estiandivergence des séquer.
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L’analyse des séquences multilocus (MLSA) de géleeSARNr 16S hsp60 rpoB,
gyrB, etdnaJ montre que les deux souches forment des brancipaséses dans l'arb
phylogénétique concaténéu genre, distinctes des l'espece existanEnterobacter

comme le montre I&igure 33.

100 Bisph1
Bisph2

63 Enterobacter gergoviae

61 Klebsiella pneumoniae gi| CP003200.1 |

10— Enterobacter cloacae subsp. cloacae gi|389497140|

Enterobacter hormaechei

Enterobacter cloacae subsp. dissolvens gi|343206386 |

Enterobacter kobei

Enterobacter asburiae

Enterobacter cancerogenus

Enterobacter nimipressuralis 9i|343206384|

Enterobacter aerogenes

S. enterica subsp. enterica serovar Typhi gi| AE014613.1
Escherichia coli gi| NC 011751.1 |

—
0.02

Figure 33. Arbre phylogénique de typNeighbor-joining baséur la concaténation d
genes de I'ARNr 163sp60 rpoB, gyrB, etDnaJdde différentes souches de la famille
Enterobacteriacae. Pour examiner la validité déi&aNJ, 1000 répliques bootstrap ont
utilisées. L’échelle 0,02eprésente le nombre de substitution par positonutléotide €
estime la divergence des séque.

En s'appuyant sur cette analyse polyphasique,dag douches Bisphl et Bisp
sont proposées comme deux nouvelles espéces da Enterobacte, dontles noms
Enterobacter biskraesp. nov et Enterobacter zibanaesp. nov sont proposés,
respectivement_es deux nouvelles espéces se distinguent de Weisins les plus proch:

par plusieurs propriétés dont le test négatif denithine décarboxylase de I'arginine

80



Chapitre 1 : Isolemenidentification des souches dégradant le glypteosa

déshydrolase, l'incapacité de se développer sadeharose poutnterobacter biskrasp.
nov. et le D-xylose, la capacité de se développerle dulcitol, le D-arabitol, le 5-
cétogluconate, le maonate et la réaction positieer pa production d'indole pour

Enterobacter zibanasp. nov(Tableau 9)

Tableau 9. Les caractéristigues phénotypiques qui distingdest membres du genre
Enterobacter(Grimont et Grimont, 2005). (+) = 90-100% souchesitives en 1- 4 jours ; (-)

= 90-100% souches négatives en 4 jours ; d = pesdu négative en 1- 4 jours ; (d) =
positives ou négative en 3- 4 jours ; D = tesiagétipbour différencier les souches au sein d'un
complexe ; ND = aucune information disponible. lamplexeE. cloacaecomprend E.
coloacaeE. dissolvend:. hormacheet E. asburiae.

i 3 2 v 2 - o
c | 2 = | 8 | Sl o | X Q
1888 |S g3 |% gz&|8§ |z 58
Caractéristiqgues | & ©| € | & 31212 udl = |=x QL clQc
c 2| E c ) o ) 5| & o Qg N g
c°l ®© | ® : W e . ) TR
O |w|©° |Y | u E|YW | w L
[H] c
Mobility d + + + + | + + + + + +
Urea hydrolyzed - - - - + | d - + - - -
Indole production - - - - - - - - d - n
Voges-Proskauer d + + + - + + + + + I
Gelatin hydrolysis | (d) | - - - - - - - - - -
Lysine - - - -+ - - d - - _
decarboxylase
Phenylalanine - - - - - - - - d - -
deaminase
Arginin dihydrolase | + + + - - + + - + - -
Ornithine + + + - + | d + + + - _
decarboxylase
Adonitol d - - - - - - - - - _
L-Arabinose + + + + |+ |+ + + + | + +
D-Arabitol d - - - + - | ND| ND| - - +
Cellobiose + + + + | + | + + + + + +
meseErythritol - - - - - IND| - |ND| - 5 -
Glycerol d - d |+ +| d| ND| + - + +
myaoInositol d - - - - d d + O N )
Lactose d d - + d + + - + + +
a-Methylglucoside + d d - - + + - + T +
L-Rhamnose d + + + | + | + + + + + ¥
Salicin D + + + + + + + + + I
D-Sorbitol + - - + - + + - - + +
Sucrose + + - + | + | + - + + 5 +
D-Xylose + + + + + + + + + - +
4-Aminobutyrate - - - - + - - - + - -
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3.2. Analyse phénotypique des deux nouvelles espéces
Enterobacter biskraesp. nov. etEnterobacter zibanasp. nov. par
le systeme des plaques phénotypiques (Phenotypicdvarray)
(PM) Biolog-Omnilog

Bochneret al. (2001) décrivent de nombreux outils qui sont digples pour
lanalyse du génome des souches bactériennes, @iesides exemples de systemes
efficaces d'ingénierie métabolique. L'analyse dmlies phénotypes bactériens est une
autre approche qui peut fournir des données congritaires a d'autres analyses de
biologie des systemes.

Ainsi, nous avons utilisé le systeme des plaquedngiypiques (Phenotypic
Microarray) (PM) pour étudier le profil cellulairphénotypique des deux nouvelles
souche€nterobacter biskrasp. nov. eEnterobacter zibanasp. nov. La chimie de cette
technologie utilise le colorant tétrazolium violgtour détecter colorimétriguement la
respiration des cellules. La réduction, essentiediat irréversible, de ce colorant a pour
résultat la formation d'une couleur pourpr qui @meule dans les puits au cours d'une
période de quelgues heures amplifiant ainsi le adiggt intégrant la quantité de la
respiration au cours du temps. Cela offre plusieventages majeurs: (1) Le changement
de la couleur est facile a suivre, (2) le changdnderia couleur est facile a quantifier, (3)
le changement de la couleur est trés sensibleugein@nt reproductible. Dans le cadre de
cette technologie, I'appareil OmniLog a été dévedogans le but de lire et d'enregistrer le
changement de couleur dans des essais des PM. itesplaques sont placées en face
d'une caméra CCD de couleur, capable de lire 5@oplegues chaque 15 min et fournit
des informations quantitatives et cinétiques surefzonse des cellules dans les PM. Les
données sont stockées directement dans des ficméramatiques et peuvent étre
récupérées et comparées a d’'autres données adamemh(Bochneetal., 2001).

La Figure 34 montre comment la respiration cellulaire peut é&ouplée a un
grand nombre et une grande variété de phénotypkdages. Dans une situation de
croissance normale, une séquence coordonnée d¥est® se produit. Les cellules
transportent les nutriments, les catabolisent ebdyoisent de petits composants
moléculaires essentiels, polymérisent ensuite eriets en des macromolécules pour

creéer et assembler des structures cellulairese@dmble de ces processus fonctionnent
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normalement, la cellule peut se développer, etaluya un débit physique d’électrons a
partir de la source de carbone au NADH situé erdbda chaine de transport des électrons
de la cellule, et finalement sur le colorant té&taen pour produire la couleur pourpre. Si
'un de ces processus fonctionne a un taux inféreeda normale, il deviendra un
“pinchpoint”, ce qui conduit a la restriction d= flux et comme résultat une diminution
de la couleur pourpre. La gravité de la restrictienreflete dans le degré de perte de la
couleur pourpre, la perte totale de la fonctiotraduira par une croissance nulle et aucune
couleur. Par conséquent, le dosage colorimétrigua despiration peut fournir un systeme

universel pour les essais phenomique (Bockhat., 2001)

N - / e } Transport

N Carbon S

K ///// Catabolism

Smd 11 molecule
blosynthems

Macromolecular synthesis {
} Synthesis of cellular structures

Growth
NADH

Electron transport in
mgnbrane or mitochondria
Tvox TVT‘-'d
(colorless) (purple)

Figure 34.Voie de la respiration couplée a la physiologidutaire.

Afin de comprendre la fonction métabolique, la tégan et la vraie diversité des
bactéries, il est nécessaire de pouvoir les cultMalgré les nouvelles techniques qui sont
constamment mises au point pour augmenter le nodebactéries dans la culture (&
al., 2009 ; Vartoukianet al., 2010), et les efforts consolidés pour accumuydkrs
d’'informations génomiques sont entrepris, seule ywdite fraction (0,1-1%) de
microorganismes est cultivée (Curéisal., 2002). Si de nombreuses especes continues a
résister a la culture, le dépistage des condititmssmilieux de culture peut aider a apporter

des micro-colonies ou des organismes a croissamte en culture a des concentrations
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suffisamment élevées pour I'étude. Une approchesiveasomme la plate-forme Biolog
offre un moyen rapide et compléete de développememhilieux de cultures personnalisés
définis pour améliorer la croissance et résoudrprtdbléme des bactéries viables non

cultivables.

L’analyse comprend un ensemble standard de 576 est le carbone, le stress de
pH et la sensibilité chimique a une grande varita@tibiotiques, d’antimétaboliques, des
métaux lourds et d'autres inhibiteurs, avec 288yite chimiques inhibiteurs différents et
cela afin de générer un profil de PM de référermar pes deux microorganismes formant
ainsi une base pour des comparaisons futures ekasmuches types sauvages et mutantes.
La reproductibilité des résultats des PM a été étespour les deux souches
individuellement en utilisant le logiciel OmnilogvR

L'analyse des PM1- 2A a donnée un apercu des éasditjues physiologiques des
souchegEnterobacter biskrasp. nov. eEnterobacter zibanasp. nov. Les deux souches
semblent utiliser un large éventail de sources adane organiques et inorganiques
comme le montre leBSigures (35, 36, 37 et 33t le Tableau complémentaire 1 (annexe
2) avec un pouvoir métabolique plus important chesdacheEnterobacter zibanasp.
nov. qui s’est montrée capable d'utiliser des coségadonEnterobacter biskrasp. nov.
est incapable de les métaboliser tel que: I'acideigique (PMO01, puits A05), I'acide L-
aspartique (PMO1, puits A07), le dulcitol (PMO1,tpuAl2), le D-xylose (PMO1, B08),
'acide L-glutamique (PMO01, B12), I'acide D-galanto-g-lactone (PMO01, C02), la tween
20 (PMO01, C05), le L-asparagine (PMO01, D01), I'acidtglucosaminique (PMO01, D03), le
lactulose (PM01,D10), le sucrose (PMO01, D11), lenmamethylsuccinate (PMO01, G09), le
methylpyruvate (PM01,G10), l'acide pyruviqgue (PMM08), I'acide L-galactonique-g-
lactone (PMO0O1, H09), la pectin (PMO2A, Al2), l'andgin (PMO2A, B04), le D-
arabinose (PMO02A, B05), le D-arabitol (PM02A, BO)2-deoxy-D-ribose(PM02A,B09),
le 3-O-b-D-galactopyranosyl-D-arabinose (PMO02A,B12)e a-methyl-D-glucoside
(PM0O2A,C06), l'acide 2-hydroxybenzoic (PMO02A,EQ06);acide b-hydroxybutyric
(PMO2A,E08), I'acide 5-keto-D-gluconic (PM02A,E1&)le L-histidine (PM02A,G06).

Alors que la souchEnterobacter biskrasp. nov. peut meétaboliser trois composeés
dont la souch&nterobacter zibanasp. nov. est incapable de les utiliser qui s@D4
melibiose (PM01,C11), le D-psicose (PM01,HO05) enkdtitol (PM02A,CO05).
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Afin de déterminer empiriquement les conditionscdgissance optimale des deux
souchesEnterobacter biskraep. nov. etEnterobacter zibanaep. nov., les données des
tests PM1 et 2A peuvent étre utiles afin d’obteme croissance plus robuste des deux
souches. Selon les valeurs données par 'Omnikgytdux de croissance de la souche
Enterobacter biskrasp. nov. atteint leurs niveaux les plus élevéprésence de D-xylose
(PMO01, B8) avec une valeur de 379, et en présercB-dbose (PM01, C4) avec une
valeur de 389Figure 35). Quand a la soucHenterobacter zibanasp. nov., elle a montré
une croissance appréciable en présence de [Iacidgaldaturonic (PM01, H10),
galactoniquey-L actone (PMO01, H9), acide L-deshydroxyacétone @RA H9), D-xylose
(PMO01, B8), thymidine (PM01,C12), acid fumariquéi®., F5) avec une valeur de (381,
376, 369, 369, 367 et 367, respectivem@rgure 36).
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Figure 35. Analyse des PM1 (en haut), PM2A (en bas) de lalsobHaterobacter biskrae
sp. nhov. Le tableau a gauche comprend les donmd&tives a la plaque PM (type de
plaque, heure, date et type d’organisme). Le tabdedroite en haut présente la réponse de
la souche pour les difféerentes sources présentard chaque puits. Au milieu une photo
réelle de la plaque en couleur. Le tableau en tiEsepte les valeurs données par le logiciel
Omnilog concernant le taux de respiration dans wbguyits.
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Figure 36.Analyse des PM1 (en haut), PM 2A (en bas) de lalselinterobacter zibanae

Sp. nov.
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Les deux souches sont relativement résistantepBuacides, en tolérant un pH
d’environ 4,0 et peuvent croitre dans des pH aicallant jusqu’a 10(Tableau

complémentaire 2 (Annexe 2) ; Figures 37 et 38).

Les plagues PM11C-PM16A ont été utilisées car élamissent des informations
utiles sur les effets des substances toxiquesesudéux souches, et ont ainsi permis de
tester la sensibilité des cellules dans des camditiqui pourraient survenir dans l'eau
polluée ou le sol. Ces plaques ont donné des irdtioms sur le degré de résistance des
souches a divers inhibiteurs, y compris des agexigues et des antibiotiques. Lorsque
les données des PM ont été analysés, les profilsedsibilité des deux souches étaient

presque similairesT@bleau complémentaire 3 (annexe 2) Figures 37et 38).
Les deux souches étaient résistantes

- aux doses les plus élevées de plusieurs antjbeg comme I'amikacine
(PM11C, A 01 - 04), 'amoxicilline (PM11C, B 01 4§ la bleomycin (PM11C, C 01 -
04), la capreomycin (PM11C,D 01- 04), I'erythrormeePM11C, FO5-08), la ceftriaxone
(PM11C, GO1 - 04), la gentamicine (PM11C, G 05 ); @8carbenicilline (PM12B, A 09—
12) et I'azlocilline (PM13B, BO1- 04),

- a certains fongicides comme le 1-hydroxypyridtagtione (pyrithione) (PM14A,
C 05 - 08), le bromide domiphéne (PM15B, D 05 - @8ylichlofluanide (PM16A, C 01—
04) et le 4-Chloro-3,5-dimethyl-phenol (PM16A, HOB8),

- a certains acides organiques comme l'acide étlylglycol-bis (b-aminoethyl
ether)-NNN'N -tetraacetique (PM14A, H 01 — 04)cide borique, (PM14A, C 01 — 04) et
I'acide nalidixique (PM11C, E 09 — 12),

- a d'autres composés toxiques comme le chlorideedeethonium (PM12B, E 09
— 12), le bromure de dodécyltriméthylammonium (PB1LRB 09 — 12), le métaborate de
sodium (PM14A, E 09 — 12), le cyanate de sodium IBNC 09 — 12), le chloride de
cadmium (PM14A, D 01 — 04), le chloride de sangairea(PM14A,A 09 — 12), le nitrite
de sodium (PM14A, G 09 — 12), le chloride de ces{e13B, F 01 — 04), le selenite de
sodium (PM16A,F 05 — 08), le sulfate d’aluminum (F&A, F 09 — 12), le chloride de
chromium (Ill) (PM16A, G 01 — 04) et le chloridefigue (PM16A, GO5-08).
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Cependant, aucune des deux souches n’est résistdatelose la plus faible de
I'antibiotique novobiocine (PM12B, D09- 12), de dent chélateur 2,2- dipyridyl
(PM13B, B05— 08) et aux anions toxiques l'orthowdata du sodium (PM14A, HO9- 12)
et le métavanadate de sodium (PM14A, FO9- 12).

)

§ I 1 1 1
TRt e oo e
FTT

Figure 37. Représentations graphiques du métabolisme dritzheEnterobacter biskrae
sp. nov. et son profil phénotypique de sensibiligs tableaux sont des représentations des
différentes plaques PM a 96 puits. Au sein de chadprésentation, le temps de la
parcelle est sur lI'axe des x par rapport a la vaeaniLog sur I'axe des y. Chaque plaque
est identifiée par un numéro de plaque dans laepaupérieure gauche du tableau qui
identifie les tests phénotypiques pour chaque &ablées plagues sont arrangées selon
l'ordre PM1A, PM2A, PM10, PM11, PM12, PM13, PM14ViP5, PM16. PM1 et PM2
pour les tests de carbone, PM10 pour le test delLpbl.puits témoins négatifs pour les
essais d'utilisation de substrats métaboliques eomiosition A1 de PM1 et 2A. PM11-16
pour les tests de sensibilité chimique. Une aczotapléte du contenu de chaque puits peut
étre consultée sur I&ableaux comlémentaires 1, 2 et 3 (annexe 2).
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EL LN TR A r B 0 om e L L R A

o

Figure 38. Représentations graphiques du métabolisme dmitzheEnterobacter zibanae
sp. nov. et son profil phénotypique de sensibilité.

4. Conclusion

Sept souches bacteriennes ont été isolées aghattiois sols différents en utilisant des
milieux de culture enrichis par I'herbicide glyplats. Nous avons ensuite caractérisé les
différents isolats en se basant sur une étudeplpatyque (génotypique et phénotypique) qui
nous a permis d’identifier ces isolats comrRe putidg E. colacae R. aquatilis

S. marcescens

Plusieurs rapports ont mis en évidence lintérés dspéeces d€seudomanaset

d’Enterobacterdans la dégradation et I'utilisation des substoatg@nophosphorés comme le
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glyphosate. Un grand nombre d’espece®Psieudomonagqui ont été isolées peuvent dégrader
le glyphosate (Mooret al., 1983 ; Jacob et al., 1988 ; Quianhal., 1989). Cinq especes de
Pseudomonasisolées, poussant uniquement sur le glyphosate é&ét identifiés .
maltophilia, P. putida, P. aeruginosst Pseudomonas spliur croissance n'a pas été inhibée
en raison de la résistante au EPSPS (Schulal., 1985). Pseudomonas fluorescegsait
capable d'utiliser une gamme variée de composéanoghosphonés comme sources de
carbone, d'azote et de phosphore (Zboirsla., 1992).

Singh et al (2003c, 2004) ont isolé une espedenterobacterd'un sol Australien,
cette souche a montrée une dégradation accrue darpytifos (un herbicide
organophosphoré), ou elle I'utilise en tant querseule carbone et de phosphore. De leur part
Cook et al. (1978) ont isolés plusieurs bactéries a partirbdees d'épuration capables
d'utiliser l'acide dialkylthiophosphonique (DETRYN( herbicide organophosphoré), comme
seule source de phosphore, I'un de ces organisteeadomonas acidovorars été capable
d’utiliser le DETP comme seule source de soufragiset al. (2003c, 2004) ont observé une
importante utilisation des insecticides organophosfis en tant que seule source de
phosphore par unénterobacter sp.

En outre,Bacillus megaterium(Quinn et al., 1989), Alcaligenes sp. (Tolbotet al.,
1984), Flavobacterium sp. (Balthazor et Hallas, 1986¥;eobacillus caldoxylosilyticus
(Obojskaet al., 2002), Rhizobiumsp. etAgrobacteriumsp. (Liu et al., 1991), Rahnella
aquatilis (Penget al., 2012) etEnterobacter cloacagKryuchkovaet al., 2013) ont été
signalés comme dégradant le glyphosate. Cepenitlahta pas de rapport de l'isolement de
Serratia marcescensomme bactérie dégradant le glyphosate. Ainsgolache deSerratia
marcescengsolée dans cette étude vient enrichir la list lgEctéries dégradant le glyphosate,

ce qui suscitera, surement, son utilisation dasstledes ultérieures.

Deux nouvelles espéces du gertfrterobacterdéegradant le glyphosate ont été

identifiées et nommédanterobacter zibanasp. nov. eEnterobacter biskrasp. nov.

Enterobacter biskragadj. Biskrae bis.kr'ae de Biskra/Algérie, d'o@isfjiece a été
isolée pour la premiere fois). Les cellules sorg Hacilles a coloration de Gram négative,
aero-anaérobie facultatives et mobiles par flaggiéritriches. Elles sont de 0,3 um de large
par 1,84 m de long et se produisent individuellenoenpar paires. Aprés 24 h d'incubation

en aérobiose a 37°C sur gélose Columbia additiodade% de sang de mouton, les colonies
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sont non hémolytiques, pigmentées en jaune etec@sv La souchE. biskraesp. nov. est
catalase oxydase négative, la croissance se praghdis 18-24 h a 15-44°C avec un optimum
a 37°C sur la gélose Columbia non sélective aved®&%ang de mouton et la gélose chocolat.
Un profil biochimique détaillé de I'espéce est démtans leFableaux complémentaires 1,

2 et 3 (annexe 2)Le Tableau 9 montre des essais utilisés pour differen&embiskraesp.
nov. des autres especes du genre. Son identificasd possible par le test négatif de
l'ornithine décarboxylase et l'arginine déshydrelat par son incapacité de croitre sur le

saccharose et le D-xylose.

Enterobacter zibanafAdj. Zibanae zi.ban’ae de Ziban (Oasis de Bigiiggrie d'ou
I'espéce a été isolée pour la premiere fois). kedales sont des bacilles a coloration de Gram
négative, aero-anaérobies facultatives et mobaeslggelles péritriches. Elles sont de 8
de large par 2..um de long et se produisent individuellement ou paires. Apres 24h
d'incubation en aérobiose a 37°C sur gélose Coluantbilitionnée de 5 % de sang de mouton,
les colonies sont non hémolytiques, non pigmengtenvexes. La souche zibanaesp.
nov. est catalase oxydase négative. La croissanpeoduit aprés 18-24 h a 15 - 44°C avec un
optimum a 37°C sur la gélose Columbia non sélectirex sang de mouton a 5% et la gélose
chocolat. Un profil biochimique détaillé de la sbacest donné dans leBableaux
complémentaires 1, 2 et 3 (annexe 2).e Tableau 9 montre des essais utilisés pour
différencier la souch&. zibanaesp. nov. des autres especes du genre. Son idatitifi est
possible par le test négatif a I'ornithine décavtese et a I'arginine déshydrolase, positif pour
la production d'indole et I'aptitude de croitre kudulcitol, le D- arabitol, le 5 -céto-gluconate

et le maonate.
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Chapitre 2 : Biodégradation du glyphosate et sdatedur I'activité microbienne du sol

1. Introduction

L’intérét pour la biodégradation des composés ordasmhorés a augmenté au cours des
dernieres décennies en raison des problemes eneimmntaux. L'apparition récente de
plantes transgéniques résistantes au glyphosatenaédieu a une application extensive
d'herbicides a base de glyphosate et, par consggudiextension des sites de pollution.
Cependant, dans certaines conditions, ces comppmésent étre cliveés par des systemes
enzymatiques microbiens. Les souches dégradartoleposés organophosphorés les plus
actives possedent un potentiel élevé de dégraddaos les conditions environnementales,
ces organismes peuvent donc étre utilisés dansrddugtion de biopréparation pour
'assainissement des territoires contaminés parolganophosphorés avec une grande
efficacité et un intérét écologique.

L'application pratique de microorganismes nécessite etude détaillée de la régulation
de leur activité de dégradation. Les facteurs ingmis affectant le métabolisme de ces
microorganismes sont le type des éléments nutféiisparticulier la source de carbone) et les
conditions de culture conduisant a une plus graffieacité de la dégradation de la substance
toxique, et a une accumulation d'une biomasse ectigs souches dégradantes. Par
I'identification de ces facteurs il sera possibéesavoir quels facteurs peuvent étre utilisés
pour les microorganismes présents dans le sol arts ae la bioremédiation. Auparavant,
l'attention des scientifiques a été principalemexd#e sur le dépistage de microorganismes
pour leur capacité a dégrader les organophosphGegsendant, les études exhaustives sur la
régulation physiologique de ce processus dans ddales bactériennes sont plutbt rares
(Shushkoveet al.,2012).

En plus de la biodégradation des xénobiotiques,eféets indésirables causés par
I'utilisation de ces composés sur les organismea pibles sont une préoccupation
environnementale. Dans le cas du glyphosate, lnbation potentielle des communautés
microbiennes du sol et leurs processus a susciténtieét chez les scientifiques en raison du
mode d'action de ce composé. Le glyphosate inkdldeEnolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase (EPSP), une enzyme intermédiaire dansthése d'acides aminés aromatiques par
la voie des acides shikimiques (Fragizal., 1997). La plupart des organismes vivants, a

I'exclusion des plantes, n'ont pas cette voie esamd donc pas affectés directement par le
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glyphosate. Cependant, la voie de [lacide shikimigest omniprésente chez les

microorganismes (Bentley, 1990).

Les rapports d'effets nocifs sur les microorgansdens les études du laboratoire sont
nombreux (Quinn eal., 1988; Santos et Flores, 1995). La croissanceolnienne dans les
milieux artificiels contenant le glyphosate comneels source de C ou N est rare, et seul un
nombre limité d'espéces bactériennes et mycétalas capables de croitre lorsque le
glyphosate est fourni comme seule source de Pgfiaill, 1991). Contrairement aux résultats
du laboratoire, les études menées sur terrain amtréd soit I'absence d’influence ou une
légere stimulation des microorganismes du sol @a@lyphosate. L’augmentation du nombre
de bactéries et de champignons cultivables (Ruegipal., 1977), de la respiration du sol
(Carlisle et Trevors, 1986 ; Haneyadt, 2000), de la minéralisation de 'azote (Hapéwl.,
2000) et de l'activité enzymatique du sol (Giardretlal., 1995) est signalée, tandis que des
changement négligeables sur le cycle d’azote (Sarit Trevors, 1986 ; Olson et Lindwall,
1991; Mulleret al, 1981) et la biomasse microbienne (Wardle etiRsok, 1990,1992) ont
été observés. Les différences entre les étudesewneare laboratoire et celle menées sur le
terrain peuvent étre expliquées en partie par @xentrations d'herbicides tres élevées
utilisées dans de nombreuses études de laboratopar la nature chimique de I'herbicide
(Wardle, 1995).

La plupart des informations sur I'effet non-cible glyphosate proviennent des études
sur des sols agricoles. La connaissance de la sépbgs microorganismes des sols forestiers
au glyphosate est limitée, et aucune étude traltanéponse des microorganismes des sols

Sahariens n’a été faite auparavant.

Ainsi l'objectif de ce chapitre est double. Dans premier temps, nous évaluons la
croissance des isolats dans des milieux de culbdgiditionnés de glyphosate, et nous
procédons a l'optimisation de certains parametbestiques pour la culture de ces isolats
pour une efficacité maximale de la dégradationlgprlgpsate. Dans un deuxieme temps, nous
évaluons les effets du glyphosate sur I'activiténgtiienne représentée par la respiration
basale et la diversité du microbiote cultivable slaleux types de sols (sol forestier et sol
Saharien) sans antécédents d'application du glgpdos
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2. Matériel et méthodes

2.1. Cinétigue de la biodégradation du glyphosate

2.1.1. Préparation des inocula

Les inocula des différents isolats ont été préparésultivant les souches dans un
bouillon nutritif pendant 3 jours a 30°C, avec atign a 150 t/m. Les cellules sont, ensuite,
récoltées par centrifugation a 4600g pendant Stawées avec 0,9% d’une solution saline
stérile, et re-suspendues dans 50 ml d’'une sol#dine fraiche (Anwaet al., 2009) pour
atteindre une suspension cellulaire de 0,5 McFdrlavec une densité optique de 0,18 a
625 nm.

2.1.2. Suivi de I'évolution de la biomasse des différenisolats

La cinétigue de dégradation du glyphosate a étéespar la mesure de la croissance
des isolats cultivaient sur milieu liquide contenknglyphosate en tant que seule source de
carbone ou de phosphore. Ces expériences ontadigess en duplicata dans des erlenmeyers
de 250 ml contenant 100 ml du milieu MMMlou MMM28les additionnés de 1g/l de
glyphosate. Un aliqguote de 2 ml de chaque inocudurété utilisé pour inoculer chaque
erlenmeyer. Les milieux sont incubés a 30°C dartssEurité pendant 7 jours sur un agitateur
réglé a 150 t/m. 2 ml du milieu de culture sontigwés a partir de chaque erlenmeyer a un
intervalle de 24 h jusqu'a 168 h et testés pouardessance bactérienne en mesurant la densité

optique a 625 nm.

2.2. Optimisation des conditions de culture des deux scbes

représentatives de la dégradation du glyphosate

Toutes les expériences ont été réalisées en digplieas des erlenmeyers de 250 ml
contenant 100 ml du MMM2 supplémenté par une qtémgppropriée du glyphosate. Les
erlenmeyers sont incubés a une température appeodens I'obscurité pendant 7 jours et
agités a 150 t/m. La croissance bactérienne audtée par prélevement d’'un échantillon de
2ml de la culture apres toutes les 24 h jusqu'ahlL@8ncubation, et la densité optique a été

mesurée a 625 nm.

97



Chapitre 2 : Biodégradation du glyphosate et sdatedur I'activité microbienne du sol

2.2.1. Effet des nutriments

Les milieux minimaux contenant 1 g/l de glyphosstat additionnés de différentes
substances nutritives (extrait de levure, glutareaiggdycérol) a raison de 0,1% P/V, et ont été
inoculés avec 2 ml des suspensions des souchesibanes les plus performantes et incubés
a l'obscurité a 30°C dans des conditions d’agitatie 150 t/m. Deux contréles sans aucun
nutriment ont été maintenus dans des conditiongasies. Des échantillons de 2 ml ont été
prélevés toutes les 24 h jusqu'a 168h et analysdsl@ croissance bactérienne par mesure de

leur densité optique a 625 nm.

2.2.2. Effet de la température

Les milieux minimaux contenant 1 g/l de glyphosatec le substrat qui donne le
meilleur résultat de croissance (0,1%, P/V) ontiéteulés avec 2 ml des suspensions des
souches les plus performantes et incubés a degtatupes différentes (30, 37 et 40°C) dans
des conditions d’agitation de 150 tpm. Deux coeg@&ans inoculation ont été maintenus dans
des conditions similaires. Des échantillons de dntlété prélevés a des intervalles de temps
réguliers (24 h) jusqu'a 168 h et analysés powrdéssance bactérienne par mesure de leur

densité optique a 625 nm.

2.2.3. Effetdu pH

Les milieux minimaux contenant 1 g/l de glyphosatec le substrat qui donne le
meilleur résultat de croissance (0,1%, P/V) ontagtistés a des pH initiaux différents (5,0 ;
6,0; 7,0; 8,0; 9,0 et 10,0) a l'aide d’une dolutacide d’'HCI a 2N ou basique de NaOH a
2N. Les erlenmyers ont été inoculés avec 2 ml degpensions des souches les plus
performantes et incubés a la température optimaleraissance de chaque souche, dans des
conditions d’agitation de 150 t/m. Deux contrélsans inoculation, ont été maintenus dans
des conditions similaires. Des échantillons de dntlété prélevés a des intervalles de temps
réguliers (24 h) jusqu'a 168 h et analysés powrdeéssance bactérienne par mesure de leur

densité optique a 625 nm.
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2.2.4. Effet de la concentration initiale du glyphosate

Les milieux minimaux supplémentés par le substuatdgnne le meilleur résultat de
croissance (0,1%, P/V) avec différentes conceptmatide glyphosate (1, 3, 5, 7, 9, 12 et
15¢g/l) ont été ajusté au pH de croissance optirealaoculés avec 2ml des suspensions des
souches les plus performantes et incubés a la tatope optimale de croissance de chaque
souche, sous agitation de 150 t/m. Deux contr@as soculation ont été maintenus dans des
conditions similaires. Des échantillons ont étélgués toutes les 24 h jusqu'a 168 h et

analysés pour la croissance bactérienne par mdsueair densité optique a 625 nm.

2.3. Effet du glyphosate sur I'activité microbienne du sl

2.3.1. Les sols d’étude

Les sols retenus pour cette étude sont le soltferede la forét de Chaaberrssas de

I'Université Constantine 1 et le sol Saharien detzion de Biskra
2.3.2. Caractéristiques physico-chimiques des échantillons

Les analyses de la granulométrie, de la matisganique et du taux de calcaire total
ont été reéalisés par le laboratoire de Chimie dds & I’Agence Nationale des Ressources

Hydrauliques de la zone industrielle Palma de Guoniste.

La mesure du pH, a été réalisée dans le laboratoire de génie malomgique et
application de Chaaberrsas. Sa détermination estebsur la norme internationale NF 1ISO
10390 (1994) avec un rapport m/V de 1/5. Ainsi &sobl sont introduits dans un tube a
centrifuger de 50 ml et 15 ml d’'eau ultra pure sajuutés. Le tube est ensuite agité
vigoureusement (vortex), puis agité pendant 5 remat 300 tr/min. le pH est mesuré apres 2
heures de décantation. Les mesures dejpBont réalisées en duplicata pour chaque lot de

terre.
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2.3.3. Traitement des sols

Le traitement des sols a été réalisé selon le potgode Arauujcet al. (2005). Une
guantité de Roundup suffisante pour donner une esuration finale de glyphosate de
2,16 mg/kg a été ajoutée a 500 g de chaque sol.

2.3.4. Analyse microbiologique du sol

2.3.4.1. Dénombrement des microorganismes

Les bactéries aérobies totales, les champignondesetactinomycetes ont été
dénombreées aprés 0 et 30 jours d’incubation pauctntréles sans traitement et aprés 30
jours pour les échantillons traités par le glypheséine quantité de 5 g de chaque sol est
introduit dans un erlenmeyer contenant 25 ml djglaysiologique stérile et agitée pendant 10
min sur un agitateur orbital. Aprés décantationrtiift), 5 ml du surnageant est transféré dans
25 ml d’eau physiologique stérile fraiche pour aitef la dilution 1. De la méme maniére,

les dilutions 10, 10* 10° 10° et 10’ sont préparées en cascade.

Pour dénombrer les bactéries aérobies totales, | Odenchaque dilution était
ensemencé en duplicata sur le milieu PCA (anngéxé&ek boites de Pétri sont incubées a
30°C pendant 48h. Le méme volume est ensemencé [udénombrement des
actinomycetes en duplicata sur le milieu Olson éxenl) et incubé a 30°C pendant 21 jours,

et pour les champignons sur le milieu Sabouraudegiam 1) et incubé a 30°C pendant 7 jours.
2.3.4.2. Larespiration basale du sol (SBR)

La respiration basale (GE& pg g sol) a été déterminée pour les sols traités et les
contrbles a 2, 4, 8, 16, 24 et 30 jours d’incubatmour évaluer I'état physiologique des
communautés microbiennes du sol, selon le protadé@beit par Anderson et Domsch, 1990.
Une quantité de 20 g de chaque échantillon aetégpdans un flacon en verre (500 ml). Les
flacons ont été fermés avec un bouchon hermétigigure 48). Le CQ produit par la
respiration est capturé dans 2 ml de NaOH 0,1Mdhiits dans un petit bécher et placé dans
le fond du flacon. L’expérience est réalisée eplitata. Deux blancs sans sol sont préparés
pour évaluer la quantité de GPiégée sans activité respiratoire. Les flacons$ smubés 24h
a 22°C.
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Le NaOH est transféré dans un bécher qui essé@itlomme récipient de titration. Un
volume de 4 ml de la solution Ba(0,05 M) est ajouté pour précipiter le carbonatass
forme de BaC@ Quelques gouttes de phénolphtaléine sont ajoutd@sne un indicateur.
Puis, le NaOH restant est amené a pH 8,3 en ajolgtaiement du HCI 0,05 M sous agitation

magneétique jusqu’a disparition de la couleur.

Le COyest
capturé dans
la solution

AN

Sol

NaCH

Figure 48 Dispositif de I'expérimentation de la respiratioasale

Pour calculer la respiration basale (SBR) : quardi C@C pg/g de sol produite par heure

I’équation suivante est utilisée :

Mc x(Vb—-Vs)x0,05
( ) T
SXTXx2

SBR =

Ou Mc est la masse molaire du carbone (Mc = 12,0b et Vs est le volume en ml de 0,05
M de HCI consommé dans la titration des blanc (mogg et de I'échantillon (moyenne du
triplicata), respectivement ; S est la quantitésduen gramme ; T est le temps d’incubation
en heure. 2 est un facteur qui correspond a laocomation de deux molécules de Oplar

un CQ précipité.
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3. Résultat et discussion

3.1. Suivie de I'évolution de la biomasse des différergesouches en
présence du glyphosate comme seule source de carbomu de
phosphore

Parmi les cing isolats bactériens cultivés danmileeu contenant du glyphosate
comme seule source de phosphore et testés pourolasance en mesurant leur
turbidimétrie a 625 nmP. pudidaa présenté le niveau de croissance le plus élevé
(moyenne des DO = 0,129) suggérant un usage iftlngiyphosate, celui-ci est suivi par
Enterobacter zibanasp. nov.E. cloacagE. biskraesp. nov. puifRahnellasp. (moyennes
des DO =0,126 ; 0,100 ; 0,092 ; 0,084, respecterghiFigure 39 a)

Quant aux isolats cultives dans le milieu conterlanglyphosate comme seule
source de carboneSerratia marscecengmoyenne des DO = 0,053) &. cloacae
(moyenne des DO = 0.045) n’ont pas montré une saaie appréciable comme le montre
la Figure 39 b.

Les différences observées dans la croissance d&gsidans les milieux sont

représentatives des différences de tolérance gbltide entre les microorganismes testés.
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Figure 39a. Cinétique de croissance #epudida E. cloacae R.aquatilis E. biskraesp.
nov. etE. zibanaesp. nov. en présence de glyphosate comme seuleeste phosphore.
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Figure 39b. Cinétique de croissance K’ cloacaeand S. marscecengn présence de
glyphosate comme seule source de carbone.
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3.2. Effet des facteurs abiotiques sur l'utilisation duglyphosate par
les deux souches représentativesPseudomonas putida et

Enterobacter zibanasp. nov.

Les deux soucheB. putidaet Enterobacter zibanasp. nov. ont été sélectionnées
dans cette étude par ce gu’elles ont montré unsseamce importante dans le milieu de
culture contenant le glyphosate comme seule sodecehosphordFigure 39 a) Les
cinétiques de croissance Beputidaet E. zibanaesp. nov. ont été suivies dans le temps a
620 nm, en utilisant le MMM2 enrichi avec le glyglate comme seule source de

phosphore, en variant les conditions abiotiquesiieu.

Les Figures (40, 41)montrent l'effet de certains nutriments (extradt ldvure
glutamate et glycérol) sur la croissance bactéderiin présence de glutamate, la
croissance de la soucRe putidaaugmente régulierement apres 24 h d'incubatiatteint
un maximum de croissance avec un DO = 0.250, aj88sh d'incubation. Alors qu'en
présence de glycérol et d’extrait de levure, lassance atteint un maximum de (DO =
0.245 et 0.206) aprés 168 h d'incubation, respati@nt Figure 40). Par conséquent, le
glutamate a été choisi comme source de carbonel@®etudes ultérieures de la souBhe
putida Quant a la soucHhe. zibanaesp. nov. la croissance la plus importante a é&inée
dans le milieu supplémenté d’extrait de levure (D@ximale = 0,231jFigure 41). Par
conséquent, I'extrait de levure a été sélectionoér mles études ultérieures pour cette
souche. Kumar et Philip (2006) ont rapporté gaddition d’'un auxiliaire de carbone au
systeme ayant des composés xénobiotiques augneepiatdntiel de biodégradation des
cultures bactériennes, souvent en raison de l'anign@n de l'activité métabolique des
microorganismes impliqués. Tel que rapporté parlitkalet al. (1999) et Guhaet al.
(1997) le co-métabolisme semble se produire fréquen dans la nature.

104



Chapitre 2 : Biodégradation du glyphosate et sdatefur I'activité microbienne du sol

0.3 -
0.25
E
€ 0.2
n
o
©
g 0.15
c
©
2
2 01
o)
<
0.05
0 T T T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168
Temps d'incubation (heures)

—sa—glutamate —e—glycerol —a—yeast extract

Figure 40. Cinétique de croissance de la soudPgeudomonas putidan présence du
glyphosate comme seule source de phosphore a¥éredifs nutriments.
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Figure 41.Cinétique de croissance de la souElnéerobacter zibanasp. nov. en présence du

glyphosate comme seule source de phosphore a¥éredifs nutriments.

Les Figures (42 et 43)montrent I'évolution de la croissance bactériedne
différentes températures (30°C, 37°C et 40°C). Wongmentation significative de la

croissance de la souclre putidaa été observée a 30°C, ou la croissance de lahsouc
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atteint son pic (DO = 0.248) apres 168 h d'inculmatUne croissance moins importante a
été obtenue a 37°C. A 40°C la souche a montré imigsance plus lente et faible et atteint
sa croissance maximale (DO = 0.07) aprés 168 butbation(Figure 42). Par conséquent,

la température 30°C a été choisie pour les étuttésaures pouP. putida Ce résultat
peut étre attribué au fait que, a basse tempérdtuoeoissance de la souche est accentuée
ainsi que la réaction catalysée par lI'enzyme dégtaeé glyphosate. Cela indique que la
souche est psychrophile de nature. Quant a la sokctzibanaesp. nov. les pic de
croissance a 30°C et a 37°C atteints presque leemdimeau (DO = 0,168 - 0,166,
respectivement) avec un léger avancement de lasenote a 37°C, cependant la croissance
de la souche a été moins significative et raleat#)°C et atteint un maximum de DO de
0,128 apres 168h d’incubatigfigure 43). Pour cette souche la température 37°C a été
choisie pour les études suivantes. Moorman (199dgdaré que dans la gamme de
températures normalement rencontrées dans leslesdtax de dégradation des pesticides
augmente généralement avec la température. Waked. (1992) considere que la
température du sol est le facteur environnemeatplus important qui influe sur la vitesse
de dégradation des pesticides dans les solsidl mpporté que la température d'incubation
n'affecte pas seulement la vitesse de dégradatesn pebsticides mais également la

croissance des souches bactériennes.
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Figure 42. Cinétique de croissance de la soudPseudomonas putiden présence de
glyphosate comme seule source de phosphore etittargite (0,1% P/V) a des températures
différentes.
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Figure 43.Cinétique de croissance de la souEméerobacter zibanasp. nov. en présence de
glyphosate comme seule source de phosphore etraltexie levure (0,1% P/V) a des
températures différentes.

L’effet du pH sur la croissance des soucheputida etE. zibanaesp. nov. est illustré
dans legrigures (44 et 45) En générale la croissance des deux souchesussinpportante
dans les pH alcalins allant de 7 a 10 durant I&shEures d’incubation. Lorsque le pH initial
est inferieur a 7, la croissance des deux soutin@gue progressivement avec la diminution
du pH. A pH 9 la croissance bactérienne atteintnaximum de (DO = 0.261) aprés 168 h
d'incubation pouP. putidaet de (DO = 0,244) pouk. zibanaesp. nov. Un pH légérement
alcalin est favorable a la dégradation du glyphlosptobablement en raison de la
biodisponibilité accrue et la diminution de la it du glyphosate, et I'activité métabolique
optimale des cellules bactériennes. Sieghl. (2003a, b) rapportent que dans les sols a pH
élevé un nombre de copies élevé de gepegorganophosphate degrading) est trouvé, ce qui
suggere que l'activité des enzymes dégradants degpasés organophosphorés est plus

importante aux pH alcalins.
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Figure 44. Cinétique de croissance de la soudPseudomonas putidan présence de
glyphosate comme seule source de phosphore etidgarglte (0,1% P/V), a 30°C, a différents
pH.
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Figure 45.Cinétique de croissance de la souEmerobacter zibanasp. nov. en présence de
glyphosate comme seule source de phosphore etraltege levure (0,1% p/v) a 30°C, a
différents pH.
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Les cinétiques de croissance a différentes corateris initiales de glyphosate
sont représentées sur legures (46 et 47). Pour les deux souches, une augmentation de
la croissance microbienne a été observée jusgeaamcentration initiale de glyphosate
de 3g/l. Comme la concentration de glyphosate aatgnel ya une diminution de la
croissance des souches. Les fortes concentrateogk/ghosate ont séverement inhibées la
croissance bactérienne. La croissance la plus tauera été observée a 1g/l pour les deux
souches, qui est la plus faible concentration ¢edtéglyphosate. Aprés 168 h d'incubation,
la croissance dé°. putida et E. zibanae sp. nov. dans le milieu contenant 1g/l de
glyphosate a augmenté de maniére significativeteina un maximum de DO de 0.265 et
de 0,249, respectivement. Cependant, aucune imnlde la croissance n’a été observee
lorsque la concentration initiale du glyphosataigraenté de plus 1g/l, ce qui indique que
les deux souches peuvent tolérer jusqu' a 9 gjlygenosate.

La diminution de la densité cellulaire a des cotregions élevées de glyphosate
peut étre attribuée a la toxicité et le stress lggphpsate sur les souches. Cela peut aussi
s’expliquer par le fait qu’a des concentrationsvéés du glyphosate, les enzymes
cataboliques appropriées peuvent étre réprimées.autie explication possible est que les
souches peuvent avoir besoin d'une longue péritatiakation pour induire la voie de
dégradation nécessaire (Tang et You, 2011). Urtaésimilaire a été trouvé par Moneke
et al. (2010), lors de l'essai de différentes conceptuatinitiales de glyphosate sur
Acetobactesp. etP. fluorescens.

La tolérance a des concentrations élevées de ipestiest essentielle, car les
concentrations sur les sites contaminés peuveat fpérieures aux doses d'utilisation

recommandées pour ces produits.
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Figure 46. Effet de différentes concentrations de glyphosatela croissance de la souche
Pseudomonas putida.
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Figure 47. Effet de différentes concentrations de glyphosatela croissance de la souche
Enterobacter zibanasp. nov.

110



Chapitre 2 : Biodégradation du glyphosate et sdatedur I'activité microbienne du sol

3.3. Effet du glyphosate sur la I'activité microbienne di sol

Les communautés microbiennes sont a la base desssies importants de I'écosysteme
(comme le recyclage des nutriments, la transfoonaties polluants et les échanges gazeux
avec l'atmosphére). Les facteurs influencant lectionnement de ces processus peuvent

affectés la santé du sol.

Pour évaluer les risques écologiques causés papdigants, il est non seulement
suffisant d’évalué leur biodégradation par les &aes isolées du sol, mais il est nécessaire
d'observer également les processus microbiensvdsiigation biologique des sols (telles que
la respiration du sol, la biomasse, l'activité emagique, le dénombrement microbien) peut
donner des informations sur la présence de micemisgies viables ainsi que sur l'intensité,
le type et la durée des effets des polluants activité métabolique des sols, et sont donc bien
adaptés pour mesurer l'impact de la pollution awainté des sols (Schinmeral., 1996 ; van
Beelen et Doelman, 1997). Les méthodes biologiqudsés pour décrire les activités
microbiennes dans le cadre de la bioremédiatiohmamcipalement basées sur la respiration,
la biomasse microbienne, le dénombrement microbidiactivité enzymatique du sol (Song
et Bartha, 1990 ; Janlet al.,1992).

3.3.1. Caractéristiques physico-chimiques des sols (Tabled 0)

Le sol forestier est un sol argilo-limoneux richrereatiére organique. Alors que le sol
Saharien a une texture sableuse avec une faibéaitean matiere organique. Le ghlest

Iégérement alcalin pour les deux sols.

Tableau 10.Caractéristiques physico-chimique des sols fonesti&aharien

Paramétres étudiés Type de sol
Sol forestier Sol Saharien
Argile 39 0,38
Limon fin 25 1,21
Granulométrie (%) | Limon grossier 17 1,04
Sable fin 10 52,15
Sable grossier 09 45,22
PH eau 7,3 7,6
Calcaire total (%) 36,10 34,27
Matiére organique (%) 10,12 1,07
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3.3.2. Effet du glyphosate sur les microorganismes cultables du sol

Le nombre de microorganismes au début et a ladihincubation dans les deux sols est

indiqué dans I§ableau 11

Tableau 11 Type et nombre de microorganismes détectés @asellSaharien et forestier

avant et aprés incubation pendant 30 jours avearet ajout de glyphosate.

Unité formant colonie par gramme de sol
Micro-organismes et Jour 0 Jour 30 ] ]
type de sol Sol sans glyphosaté Sol sans glyphosate Sol supplémenté pay
ajouté ajouté (contréle) 2,16 mg /kg de
glyphosate

Bactéries
Sol forestier 1,90 x10 3,05x10 3,10x10
Sol Saharien 0,7x10 3,24x10 6,17x10
Champignons
Sol forestier 2,60%x10 4,41x18 5,01x18
Sol Saharien 1,03x10 2,51x10 0,07x10
Actinomyceétes
Sol forestier 0,27x10 2,12x10 2,07x10
Sol Saharien 0,41x30 2,06x10 4,31x10

Pour le sol forestier, aucun changement significitns la composition de la communauté
microbienne n’a été observé entre le contréleéethiantillon traité par le glyphosate aprés 30
jours d’incubation. Ces résultats sont conformescaseux de Stratton et Stewart (1992) qui
n'ont observé aucun effet négatif ou positif en gai concerne le nombre des
microorganismes d’un sol traité au glyphosate. &éatce d'effet négatif sur le microbiote
peut s’expliquer par le fait que le glyphosate tnfigebablement pas toxique pour toutes les
espéces microbiennes, au contraire, il pourraitroexeun effet relatif en diminuant
'abondance des especes sensibles due a la répanstress et en méme temps il fait
augmenté I'abondance de celles qui sont adaptéesufiisation des ressources libérees les

especes sensibles (Zabagiyal.,2008).

Dans le cas du sol Saharien, les populations bewtés, actinomycétales et mycétales
sont environ deux fois plus importantes dans I'@tHan traité par le glyphosate. Cette
constatation est en accord avec les résultats ohsi@get al. (2004) et Ratcliffet al. (2006)
qui rapportent une augmentation de microorganisoudisvables du sol dénombrés apres

addition du glyphosate. Ceci peut étre expliquéle@dait que le glyphosate ajouté au sol est
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une source de nutriments et d’énergie enrichiskasbl Saharien naturellement pauvre en
matiere organiqugTableau 10), ou il est immédiatement métabolisé conduisant a la
stimulation de l'activité fonctionnelle et la dig#éé de la population microbienne
hétérotrophe.

L’augmentation la plus importante pour le sol Sadmarest observée pour les
champignonsSelon Wardle et Parkinson (1990), le glyphosatd pelwencer le nombre de
champignons directement et indirectement, en agfissa l'interaction des champignons avec
les autres microorganismes. Des recherches onergué les interactions antagonistes entre
les espéces de champignons ont été éliminées ghmpleosate ce qui suggére que I'herbicide
influence la structure globale de la communauté deampignons du sol (Wardle et
Parkinson, 1992). Une étude menée par Krzysko-kapiet Sudol, 2008 a montré que
I'exposition a long terme des microorganismes du ao glyphosate conduit a une
communauté fongique dominée gausariumspp. De méme, Means (2004) a détecté une
importante augmentation dans le sol de la populades Fusariumdans les deux semaines

qui suivent I'application du glyphosate.
3.4. Effet du glyphosate sur la respiration microbienme

Le montant cumulé de dioxyde de carbone libérélgméchantillons du sol Saharien
sans glyphosate (les contréles) a la fin de laopérid'incubation (jour 30) était de 0,15 pg/g
sol tandis que la quantité de dioxyde de carbdmade par les échantillons qui avaient recu

un supplément de glyphosate était de 0,30 pg/(Fsmpire 49).

La grande quantité de dioxyde de carbone libéréesauSaharien en présence de
glyphosate corrobore les résultats du dénombreetenitggére que le microbiote de ce sol est
capable d'utiliser le glyphosate comme une soueceudfiment, ce résultat est en accord avec
le résultat de Wardle et Parkinson (1990) qui steggeque la production de dioxyde de
carbone est liée a la décomposition de glyphosats t sol. Cela indique que le glyphosate
n'a pas d'effet toxiqgue sur les microorganismessdu Des résultats comparables ont
également été observés par Haaegl. (2000) et Weaveet al. (2007).
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Figure 49. Evolution de dioxyde de carbone des deux solsftiems et Saharien avec et sans
traitement par le glyphosate

Pour le sol forestier, une augmentation rapide @ {béré dans les échantillons
traités par le glyphosate par rapport aux contr@eété observée a partir di™ jour
d’incubation. Apres le 18%jour, le taux de C@libéré diminue et atteint un niveau proche de
celui observé pour le controlgigure 49). Cela peut étre du a I'adsorption du glyphosate a
particules du sol ce qui le rend indisponible pesrmicroorganismes. En effet, le glyphosate
est une molécule polaire connue pour sa grande@tasvaux oxydes de Fe et Al ainsi qu'au
molécules d’argile (McBride and Kung 1989 ; Piccetaal., 1994 ; Morilloet al., 1997). Et
comme le sol forestier est un sol argileux-limdiableau 10),le taux élevé d'argile peux
causer l'indisponibilité de I'herbicide.

La contradiction apparente entre I'absence d'dfigjlyphosate sur la composition de
la communauté microbienne cultivable et 'augméotatie la respiration du®%®au 16™®
jour d’'incubation, pourrait s'expliquer par la dowiion d'une communauté microbienne préte
a utiliser les substrats issus de la destructionatabolique du glyphosate dans la respiration,

plutét que dans l'assimilation.

Malgré la forte augmentation de la respiration dli Saharien, lintensité de la
minéralisation du sol forestier était plus impotéaque celle du sol Saharien aussi bien pour
les échantillons traités par le glyphosate que pesicontrélesKigure 49), cela indique que
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le sol forestier présente une activité microbieplus importante et cela est probablement du
a la différence en matiere organique entre les dmls;, ou elle est plus élevée dans le sol

forestier.

4. Conclusion

L'utilisation de microorganismes dans la bioremiéolia nécessite une
compréhension de tout les aspects physiologiquesrolbmlogiques, eécologiques,
biochimiqgues et moléculaires impligués dans la di@mation des polluants.
L'optimisation des paramétres de ce processus lsasda compréhension des effets des
facteurs abiotiques sur la capacité des microosgaes est importante lors de la
conception des stratégies de la bioremédiatiomZtr@t al., 2001). Toutes les souches
isolées et identifiées des différents sols étudi®sputidg E. colacae R. aquatilis S.
marcescenskE. zibanaesp. nov ek. biskraesp. nov.) utilisent le glyphosate. L’originalité
de ce travall réside dans le fait qu’'a partir dis $@n traités de telles souches ont pu étre
isolées et que les résultats d’identification ons ®n évidence d’'une part, la présence
d'une souche capable de dégrader le glyphosatertappat a |'especeSerratia
marcescengamais décrite dans la dégradation des herbicitde&atre part, la détection
de deux nouvelles espéces du gelBréerobacter.Par conséquent, ces isolats ou leurs
enzymes peuvent étre potentiellement utiles damsdés contaminés par cet herbicide et
peuvent conduire au développement, éventuellendante technologie de bioremédiation

dans un avenir proche.

L’étude des effets des facteurs abiotiques surégratlation du glyphosate et la
croissance bactérienne a éteé faite pour optimesefdcteurs importants qui affectent d’une
maniere considérable la dégradation du glyphodal® @oissance bactérienne, ainsi que
I'interaction de ces facteurs. Les deux soudheputida et Enterobacter zibanae sp. nov.
ont été sélectionnées dans cette étude parceegitiit montré une croissance importante
dans le milieu de culture contenant le glyphosatarne seule source de phosphore. Ainsi,
cette étude fournit une information importante Kystimisation des parametres critiques
de conditions de culture pour améliorer la dégiadadu glyphosate par les deux souches
P. putidaet Enterobacter zibanasp. nov.
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Cette étude présente aussi un rapport des efietadaires du glyphosate sur le sol
Saharien. Nous avons pu confirmer certains effatersgdaires du glyphosate a court terme
(30 jours) sur la respiration microbienne et la position de la communauté microbienne
de deux sols différents. Contrairement au sol faesl'activité microbienne du sol
Saharien a été nettement activée en présence drhogigte, non seulement par
'augmentation du nombre des microorganismes alilés, mais aussi par 'augmentation
de la respiration basale du sol. Ces effets inditjgae l'impact global du glyphosate sur
I'écosystéme du sol dépend des propriétés physicoigues de cet écosysteme. Il est
clair a la fois de nos résultats et ceux des aufnescheurs que le glyphosate peut ne pas
avoir d'effet sur lactivité microbienne, comme [deut stimuler certaines variables

microbiologiques dans le sol.
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Le glyphosate est I'herbicide le plus utilisé aweaiu mondial. Il figure parmi les
produits a l'origine d’'une contamination des resees naturelles. Suite aux difficultés
analytiques, les travaux sur cet herbicide sontraieds a des études de laboratoire. La
décontamination biologique des terres polluéesupanerbicide est basée principalement sur
l'isolement de souches a capacité bioremédiatis&wis de I'herbicide. L'optimisation de
la biodégradation repose sur I'étude des factebiatiques de la culture microbienne. Alors
gue I'évaluation des risques écologiques d’'un loedbi nécessite le suivi de I'évolution de
I'activité et de la biomasse microbienne d’'un smhtaminé. L’objectif de notre travail a donc
visé l'analyse de ces axes. Pour cela, des expétatens ont été effectués sur trois sols
différents non traités par aucun herbicide (deuCdastantine et un de Biskra) a I'échelle du

laboratoire en conditions controlées.

La bioremédiation est un moyen pas cher et écalegpur éliminer les composés
phytosanitaires de I'environnement. L'utilisati@nrdicroorganismes dans la décontamination
des sites pollués par les organophosphorés esidéo@s comme une approche respectueuse
de I'environnement. En 1973, la premiére bacté&gratlant ces pesticides a été isolée a partir
d'un échantillon de sol provenant des Philippirtea été identifiée commElavobacterium
sp. ATCC 27551 (Sethunathan et Yoshida, 1973). Bdpus, plusieurs bactéries, quelques
champignons et cyanobactéries qui peuvent utiiesrcomposés organophosphorés comme
source de carbone, d'azote ou de phosphore, onsd@ts. Des études récentes sur les
bactéries dégradant le glyphosate ont visées lacts#h, et l'isolement de souches
bactériennes pures avec des grandes capacitéssii¢ogiEation pour des usages potentiels
dans l'industrie de la biotechnologie, tels que,g@mple, la suppression de glyphosate des
cours d'eau ou encore le développement de cultier@tantes résistantes au glyphosate en se
basant sur les génes encodant les enzymes dégcataetrbicide.

Sept souches bactériennes ont été isolées a gastirois sols étudiés en utilisant des
milieux de culture enrichis par I'herbicide glyplats. Les isolats ont été caractérisés par une
étude polyphasique (génotypique et phénotypique germis d’identifier ces isolats comme
P. putida E. colacagR. aquatilis S. marcescen®eux isolats ont été identifiés comme deux
nouvelles especes du genEnterobacter nommés Enterobacter zibanaesp. nov. et
Enterobacter biskraep. nov. Les deux souchPs putidaet Enterobacter zibanasp. nov.
ont montré une croissance importante dans le mitgnimal additionné de glyphosate

comme seule source de phosphore, pour cette raites ont été choisies pour une étude
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d’optimisation des conditions de culture pour uggrddation plus efficace du glyphosate. Le
meilleur résultat de croissance des deux souclé&é abtenu aprés culture dans un milieu
minimal contenant 1 g/l de glyphosate sur un agitatotatif a 150 t/m durant 168 heures
d’incubation, supplémenté de glutamate (0,1%, a/pH initial 9,0 a 30°C pou?. putidaet

d’extrait de levure (0,1%, p/v) a pH initial 9,B#°C pourEnterobacter zibanasp. nov. La

croissance microbienne au cours de |'étude a éti& ar mesure de la densité optique a 620
nm. Une croissance significative a été observéesadncentrations faibles de glyphosate (1—
3 g/l). La croissance diminue avec l'augmentati@nla concentration. Toutefois, aucune
inhibition de la croissance n'a été observée aabesentrations élevées @ g/l), ce qui

suggere que les deux souches peuvent tolérer guddu'g/l de glyphosate. Ces résultats
montrent que ces souches peuvent étre utilisées ldanoremédiation des environnements

contaminés par le glyphosate.

Les effets indésirables causés par l'utilisatios demposés xénobiotiques sur les
organismes non cibles sont une préoccupation emémentale. Dans le cas du glyphosate,
la perturbation potentielle des communautés miemies du sol et leurs processus a suscité
I'intérét en raison de son mode d'action. Le glgal® inhibe le 5-Enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSP), une enzyme intermédiaite la synthese d'acides aminés
aromatiques par la voie des acides shikimiquesgre@tal.,1997). La plupart des organismes
vivants, a I'exclusion des plantes, n'ont pas ctie et ne sont donc pas affectés directement
par le glyphosate. Cependant, la voie de l'acid&irslyue est omniprésente chez les

microorganismes (Bentley, 1990).

Les effets secondaires du glyphosate sur la reégpiranicrobienne et la composition
de la communauté microbienne du sol forestier esaluSaharien ont été évalués a court
terme (30 jours). Contrairement au sol forestiegtivité microbienne du sol Saharien a été
nettement activée en présence du glyphosate, ndansent par I'augmentation du nombre
des microorganismes cultivables, mais aussi pagitentation de la respiration basale du
sol. Ces effets indiquent que lI'impact global dgpgbsate sur I'écosysteme du sol dépend des

propriétés physico-chimiques de cet écosysteme.

Contrairement aux résultats de I'isolement au latoare ou seulement sept souches
bactériennes étaient capables de croitre lorsqaéyposate est fourni comme seule source

de P ou de C, l'étude menée directement sur le msohtre une stimulation des
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microorganismes du sol Saharien par le glyphosateine absence d’influence sur la

microflore du sol forestier.

Des études approfondies sont encore nécessairas gvaluer des meécanismes
possibles de la biodégradation du glyphosate padiféérentes souches isolées, ainsi que les
produits de dégradation de I'herbicide par les wd¢ls de chimie analytique comme I'HPLC

ou la chromatographie.

En outre, des études sur ces isolats doivent&tesfdans des milieux naturels, car les
microorganismes qui sont capables de dégraderdisapts organiques dans la culture
vitro peuvent parfois ne pas fonctionner quand ils sootulés dans les milieux naturels.
Enfin d'autres recherches sur l'effet du glyphosate I'activité microbienne du sol seront
nécessaires pour déterminer si les résultats hdllecdu laboratoire peuvent étre extrapolés

sur les grands systemes tels que les systemestaefserre et sur les terrains cultivés.
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Annexe 1 : Produits et milieux de cultures

1. L’herbicide glyphosate

Le glyphosate a été acheté sous sa forme commeelaaide Roundup® (Monsanto)
dans un magasin de produits agricoles situé a fanmeme d’El-Khroub, Constantine.
L’herbicide est conditionné dans un flacon de Iiteaant 450 g de glyphosate, sous forme

de sel d'isopropylamine.
2. Milieu Plat Count Agar (PCA)

Pour la culture des bactéries dégradantyighgisate. Sa composition en grammes par litre
d’eau distillée, pH (7,0- 7,2) est: Peptone (S)tr&kde levure (2,5), Glucose (1), Agar (15).

3. Milieu minéral minimum 1 (MMM1)

Pour l'isolement des bactéries utilisant le glygitescomme seule source de carbone et
d’énergie. Sa composition en grammes par litre W'ehstillée, pH (7,0- 7,2) est:
KH2PQ; (1,5), NaHPQ, (0,6), NaCl (0,5), NE#SOy (2), MgSQ-7H,0 (,.2), Ca (0,01) et
FeSQ- 7H0 (0,001)

4. Milieu minéral minimum 2 (MMM2)

Pour l'isolement des bactéries utilisant le gly@tescomme seule source de phosphore.
Sa composition en grammes par litre d’eau distiliéd (7,0 to 7,2): Tampon tris (12),
Glucose (10), NaCl (0,5), KCI (0,5) NBHO, (2), MgSQ 7H,O (0,2) CaCl (0,01) et FeS©
7H,0O (0,001).

5. Gélose Columbia au sang

Pour la culture et la purification des comjile milieu est additionné de 5% de sang de
mouton, c’est un milieu prét & emploi commerciapsé Biomérieux, France. Sa composition
en grammes par litre d’eau distillée, pH (7,0- 7)lypeptone (17), Peptone pancréatique de
cceur (3), Extrait autolytique de levure (3), Amidde mais (1), Chlorure de sodium (5),
Colistine (10), Acide nalidixique (15), Agar agadbériologique (14).
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6. Milieu Muller-Hinton 2 (MH2)

Le milieu MH2 est utilisé pour la réalisation dlantibiogramme standard des
différents isolats, c’est un milieu prét a emploimanercialisé par Biomérieux, France. Sa
composition en grammes par litre d’eau distillée (H#4) est: Peptone de caséine (17,5),
Amidon de mais (1,5), Agar (17), Infusion de viad@eboeuf (300 ml).

7. Milieu Sabouraud

Pour le dénombrement des champignons. Sa compogidiogramme par litre d’eau
distillée pH (7,0-7,2) est: Peptone (10), GluceE®,(Agar (15).

8. Milieu Olson

Pour le dénombrement des actinomyceétes. Sa conquopér gramme par litre d’eau
distillée pH (7,0, 7,2):Sodium Caseinate (2), Asparagine (0,1), Sodium iBnape (4),
K HPQO, (0,5), MgSQ (0,1), FeSQ@(0.001), Agar (15), glycérol aprés stérilisatiGm().
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Annexe 2 : Tableaux complémentaires

Tableau complémentaire 1.Réactions biochimiques des souclggerobacter biskraesp.
nov. et Enterobacter zibanasp. nov. dans les MicroPlagues™ PM1, PM2A du Biapges
48 heures. (+) croissance ; (-) pas de croissance.

(]
[} IS
S_. | c
Plate |Location Chemical Nature of substrate 3| 33
= (2 SES
o = N 2
wao | ua
PMO01 A02 L-Arabinose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 A03 N-Acetyl-D-Glucosamine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 | A04 D-Saccharic acid g(;;ource, carboxylic + +
PMO1  |AO5 Succinic acid g&%"“rce' carboxylic - +
PM0O1 A06 D-Galactose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 AQ7 L-Aspartic acid C-Source, amino acid - +
PMO1 AO8 L-Proline C-Source, amino acid + +
PMO1 A09 D-Alanine C-Source, amino acid + +
PMO1 Al10 D-Trehalose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 All D-Mannose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 Al12 Dulcitol C-Source, carbohydrate - +
PMO1 BO1 D-Serine C-Source, amino acid - -
PMO1 B02 D-Sorbitol C-Source, carbohydrate + +
PMO1 B03 Glycerol C-Source, carbohydrate + +
PMO1 B0O4 L-Fucose C-Source, carbohydrate - -
PM0O1 BO5 D-Glucuronic acid aC(;%ource, carboxylic + +
PMO1 |BO06 D-Gluconic acid acl:é%ource, carboxylic + +
PMO01 B0O7 DL-a-Glycerol Phosphate C-Source, carbohydrate + +
PMO1 BO8 D-Xylose C-Source, carbohydrate - +
PMO1 | BO9 L-Lactic acid g&%"“rce' carboxylic + +
PMO1 |B10 Formic acid g&%"“rce' carboxylic - +
PMO1 B11l D-Mannitol C-Source, carbohydrate + +
PM0O1 B12 L-Glutamic acid C-Source, amino acid - +
PMO1 Cco1 D-Glucose-6-Phosphate C-Source, carbohydrate + +
PMO1 C02 D-Galactonic acid-g-Lactone g(;;ource, carboxylic ) +
PMO1 |CO3 DL-Malic acid aC(;%ource, carboxylic + +
PMO01 Cco4 D-Ribose C-Source, carbohydrate + +
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PMO1 C05 Tween 20 C-Source, fatty acid - +
PMO1 Co6 L-Rhamnose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 co7 D-Fructose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 | CO8 Acetic acid g(;%ource, carboxylic + +
PMO1 Co09 a-D-Glucose C-Source, carbohydrate + +
PMO01 C10 Maltose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 c11 D-Melibiose C-Source, carbohydrate + -
PM0O1 C12 Thymidine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 D01 L-Asparagine C-Source, amino acid - +
PMO1 D02 D-Aspartic acid C-Source, amino acid - -
PMO1 D03 D-Glucosaminic acid g(;%ource, carboxylic ) +
PMO1 D04 1,2-Propanediol C-Source, alcohol - -
PMO1 D05 Tween 40 C-Source, fatty acid - -
PMO1 | D06 a-Ketoglutaric acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO1 | DO7 a-Ketobutyric acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO1 D08 a-Methyl-D-Galactoside C-Source, carbohydrate - -
PM0O1 D09 a-D-Lactose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 D10 Lactulose C-Source, carbohydrate - +
PMO1 D11 Sucrose C-Source, carbohydrate - +
PM0O1 D12 Uridine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 EO1 L-Glutamine C-Source, amino acid + +
PMO1 |EO02 m-Tartaric acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO01 EO3 D-Glucose-1-Phosphate C-Source, carbohydrate + +
PM0O1 EO04 D-Fructose-6-Phosphate C-Source, carbohydrate + +
PMO1 E05 Tween 80 C-Source, fatty acid - -
PMO1 EO6 a-Hydroxyglutaric acid-g-Lactone g:(;i%ource, carboxylic B B
PMO1 |EO7 a-Hydroxybutyric acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO01 EO8 b-Methyl-D-Glucoside C-Source, carbohydrate + +
PMO1 E09 Adonitol C-Source, carbohydrate - -
PMO1 E10 Maltotriose C-Source, carbohydrate + +
PMO01 E1l1 2'-Deoxyadenosine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 E12 Adenosine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 FO1 Gly-Asp C-Source, amino acid + +
PMO1 F02 Citric acid C-Source, carboxylic + +
acid
PMO1 FO3 m-Inositol C-Source, carbohydrate - -
PMO1 FO4 D-Threonine C-Source, amino acid - -
PMO1 | FO5 Fumaric acid g(;%ource, carboxylic + +
PM0O1 FO06 Bromosuccinic acid C-Source, carboxylic + +
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acid
PMO1 |FO7 Propionic acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO1 | FO8 Mucic acid g(;i%o“rce' carboxylic + +
PMO1  [FO9 Glycolic acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO1 |F10 Glyoxylic acid g(;i%o“rce' carboxylic - -
PM0O1 F11 D-Cellobiose C-Source, carbohydrate + +
PMO1 F12 Inosine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 Go1 Gly-Glu C-Source, amino acid + +
PMO1 |[GO02 Tricarballylic acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PM0O1 GO03 L-Serine C-Source, amino acid + +
PM0O1 G04 L-Threonine C-Source, amino acid + +
PMO1 GO05 L-Alanine C-Source, amino acid + +
PMO1 GO06 Ala-Gly C-Source, amino acid + +
PMO1 | GO7 Acetoacetic acid g(;;ource, carboxylic ) )
PM0O1 GO08 N-Acetyl-D-Mannosamine C-Source, carbohydrate + +
PMO1 |G09 Mono-Methylsuccinate g:(;i%ource, carboxylic ) +
PMO1 G10 Methylpyruvate C-Source, ester - +
PMO1 |G11 D-Malic acid ac(;%ource, carboxylic - -
PMO1  |G12 L-Malic acid g’(;;o“rce' carboxylic + +
PM0O1 HO1 Gly-Pro C-Source, amino acid + +
PMO1 HO02 p-Hydroxyphenyl Acetic acid g(;;ource, carboxylic ) )
PMO1  |[HO3 m-Hydroxyphenyl Acetic acid acéi?jource, carboxylic ) )
PMO1 HO4 Tyramine C-Source, amine - -
PMO1 HO5 D-Psicose C-Source, carbohydrate + -
PMO1 HO6 L-Lyxose C-Source, carbohydrate - -
PM0O1 HO7 Glucuronamide C-Source, amide - -
PMO1 | HO8 Pyruvic acid ac(;%ource, carboxylic - +
PMO1 HO9 L-Galactonic acid-g-Lactone g:(;i%ource, carboxylic B +
PMO01 |H10 D-Galacturonic acid g:(;i%ource, carboxylic + +
PMO1 H11 Phenylethylamine C-Source, amine - -
PMO1 H12 2-Aminoethanol C-Source, alcohol - -
PMO0O2A | AO2 Chondroitin Sulfate C C-Source, polymer - -
PMO0O2A | AO3 a-Cyclodextrin C-Source, polymer - -
PMO02A | A04 b-Cyclodextrin C-Source, polymer - -
PMO0O2A | AO5 g-Cyclodextrin C-Source, polymer - -
PMO02A | A06 Dextrin C-Source, polymer + +
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PMO02A | AO7 Gelatin C-Source, polymer - -
PMO0O2A | AO8 Glycogen C-Source, polymer - -
PMO02A | A09 Inulin C-Source, polymer - -
PMO02A | Al0 Laminarin C-Source, polymer - -
PMO2A |Al1l Mannan C-Source, polymer - -
PM02A |Al12 Pectin C-Source, polymer - +
PMO02A |BO1 N-Acetyl-D-Galactosamine C-Source, carbohydrate - -
PMO02A | B02 N-Acetyl-Neuraminic acid g(;%ource, carboxylic + +
PMO0O2A | BO03 b-D-Allose C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A |B04 Amygdalin C-Source, carbohydrate - +
PMO02A | B05 D-Arabinose C-Source, carbohydrate - +
PMO02A | B06 D-Arabitol C-Source, carbohydrate - +
PMO0O2A | BO7 L-Arabitol C-Source, carbohydrate - -
PMO02A |B08 Arbutin C-Source, carbohydrate + +
PMO02A | B09 2-Deoxy-D-Ribose C-Source, carbohydrate - +
PMO02A |B10 i-Erythritol C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A |B11 D-Fucose C-Source, carbohydrate - -
PM02A |B12 i—r(;t-)ti)r;(l?s-eGalactopyranosyl-D- C-Source, carbohydrate ) +
PM02A |CO01 Gentiobiose C-Source, carbohydrate + +
PMO0O2A | C02 L-Glucose C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A |C03 D-Lactitol C-Source, carbohydrate - -
PMO02A |C04 D-Melezitose C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A | C05 Maltitol C-Source, carbohydrate + -
PMO0O2A | C06 a-Methyl-D-Glucoside C-Source, carbohydrate - +
PM02A | CO7 b-Methyl-D-Galactoside C-Source, carbohydrate + +
PMO0O2A | C08 3-Methylglucose C-Source, carbohydrate - -
PMO2A |C09 b-Methyl-D-Glucuronic acid g:(;i%ource, carboxylic ) )
PMO0O2A | C10 a-Methyl-D-Mannoside C-Source, carbohydrate - -
PMO02A |C11 b-Methyl-D-Xyloside C-Source, carbohydrate - -
PM02A |C12 Palatinose C-Source, carbohydrate + +
PMO0O2A | D01 D-Raffinose C-Source, carbohydrate + +
PM02A | D02 Salicin C-Source, carbohydrate + +
PMO02A | D03 Sedoheptulosan C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A |D04 L-Sorbose C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A | D05 Stachyose C-Source, carbohydrate - -
PMO02A | D06 D-Tagatose C-Source, carbohydrate - -
PMO02A | D07 Turanose C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A | D08 Xylitol C-Source, carbohydrate - -
PMO0O2A | D09 N-Acetyl-D-Glucosaminitol C-Source, carbohydrate - -
PMO2A | D10 g-Amino-N-Butyric acid ;Z(;%ource, carboxylic - -
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PMO2A |D11 d-Amino Valeric acid g(;%ource, carboxylic -
PMO02A |D12 Butyric acid aC(;i?jource, carboxylic -
PMO02A |EO1 Capric acid g:(;i%ource, carboxylic -
PMO02A | E02 Caproic acid g:(;i%ource, carboxylic +
PMO02A | EO3 Citraconic acid g:(;i%ource, carboxylic -
PMO02A |EO4 Citramalic acid g:(;i%ource, carboxylic -
PMO2A | EO5 D-Glucosamine C-Source, carbohydrate +
PMO2A |E06 2-Hydroxybenzoic acid ;Z(;;ource, carboxylic +
PMO02A |EO7 4-Hydroxybenzoic acid ;Z(;;ource, carboxylic -
PMO2A |EO8 b-Hydroxybutyric acid ;Z(;;ource, carboxylic +
PMO02A | EQ9 g-Hydroxybutyric acid aC(;i?jource, carboxylic -
PMO2A |E10 a-Keto-Valeric acid gl(;i%ource, carboxylic -
PMO02A |E11 [taconic acid g:(;i%ource, carboxylic -
PM02A |E12 5-Keto-D-Gluconic acid g(;%ource, carboxylic +
PM02A |FO1 D-Lactic acid Methyl Ester C-Source, ester -
PMO0O2A | F02 Malonic acid zC;(;;ource, carboxylic +
PMO2A | F03 Melibionic acid C-Source, carbohydrate -
PMO2A | F04 Oxalic acid aC(;i?jource, carboxylic -
PMO0O2A | FO5 Oxalomalic acid g:(;i%ource, carboxylic -
PMO0O2A | F0O6 Quinic acid g:(;i%ource, carboxylic -
PM02A | FO7 D-Ribono-1,4-Lactone ac(;%ource, carboxylic -
PMO2A |F08 Sebacic acid g:(;i%ource, carboxylic -
PMO0O2A | F0O9 Sorbic acid ;:(;%ource, carboxylic -
PMO0O2A | F10 Succinamic acid zC;(;;ource, carboxylic -
PMO2A |F11 D-Tartaric acid zC;(;;ource, carboxylic -
PMO0O2A |F12 L-Tartaric acid zC;(;;ource, carboxylic -
PMO2A |GO1 Acetamide C-Source, amide -
PMO02A | G02 L-Alaninamide C-Source, amide +
PMO02A | GO03 N-Acetyl-L-Glutamic acid C-Source, amino acid -
PMO2A | G04 L-Arginine C-Source, amino acid -
PMO2A | GO5 Glycine C-Source, amino acid -
PM02A | GO6 L-Histidine C-Source, amino acid +
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PMO02A | GO7 L-Homoserine C-Source, amino acid - -
PMO0O2A | GO08 Hydroxy-L-Proline C-Source, amino acid - -
PMO02A | G09 L-Isoleucine C-Source, amino acid - -
PMO02A | G10 L-Leucine C-Source, amino acid - -
PM0O2A |G11 L-Lysine C-Source, amino acid - -
PMO02A |G12 L-Methionine C-Source, amino acid - -
PMO02A | HO1 L-Ornithine C-Source, amino acid - -
PMO0O2A | HO2 L-Phenylalanine C-Source, amino acid - -
PMO0O2A | HO3 L-Pyroglutamic acid C-Source, amino acid - -
PMO02A |HO4 L-Valine C-Source, amino acid - -
PMO2A | HO5 D,L-Carnitine g&%"”rce' carboxylic ) -
PMO02A | HO6 sec-Butylamine C-Source, amine - -
PMO0O2A | HO7 D,L-Octopamine C-Source, amine - -
PMO02A | HO8 Putrescine C-Source, amine - -
PMO02A |H09 Dihydroxyacetone C-Source, alcohol + +
PMO2A |H10 2,3-Butanediol C-Source, alcohol - -
PM02A |H11 2,3-Butanedione C-Source, alcohol - -
PMO02A |H12 3-Hydroxy-2-butanone C-Source, alcohol - -

Tableau complémentaire 2.Tests de pH des souch&nterobacter biskraesp. nov. et
Enterobacter zibanasp. nov. dans la MicroPlaque™ PM10 du Biolog. (¢joissance;
(-) pas de croissance.

8| 23
Plate | Location Chemical Nature of substrate fj 2 :-5 g_
g% |58
PM10 AO1 pH 3.5 pH, growth at 3.5 - -
PM10 A02 pH 4 pH, growth at 4 - +
PM10 A03 pH 4.5 pH, growth at 4.5 + +
PM10 A04 pH5 pH, growth at 5 + +
PM10 AO05 pH 5.5 pH, growth at 5.5 + +
PM10 A06 pH 6 pH, growth at 6 + +
PM10 AO07 pH 7 pH, growth at 7 + +
PM10 A08 pH 8 pH, growth at 8 + +
PM10 A09 pH 8.5 pH, growth at 8.5 + +
PM10 Al10 pH 9 pH, growth at 9 + +
PM10 All pH 9.5 pH, growth at 9.5 + +
PM10 Al12 pH 10 pH, growth at 10 + +
PM10 BO1 pH 4.5 pH, decarboxylase control + +
PM10 B02 pH 4.5 + L-Alanine pH, decarboxylase + -
PM10 BO3 pH 4.5 + L-Arginine pH, decarboxylase - -
PM10 B0O4 pH 4.5 + L-Asparagine pH, decarboxylase -
PM10 B05 pH 4.5 + L-Aspartic acid pH, decarboxylase + -
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PM10 B06 pH 4.5 + L-Glutamic acid pH, decarboxylase - +
PM10 BO7 pH 4.5 + L-Glutamine pH, decarboxylase -
PM10 BO8 pH 4.5 + Glycine pH, decarboxylase -
PM10 B09 pH 4.5 + L-Histidine pH, decarboxylase - -
PM10 B10 pH 4.5 + L-Isoleucine pH, decarboxylase - -
PM10 B11 pH 4.5 + L-Leucine pH, decarboxylase - -
PM10 B12 pH 4.5 + L-Lysine pH, decarboxylase - +
PM10 Cco1 pH 4.5 + L-Methionine pH, decarboxylase + +
PM10 Co02 pH 4.5 + L-Phenylalanine pH, decarboxylase + +
PM10 Co03 pH 4.5 + L-Proline pH, decarboxylase + +
PM10 Cco4 pH 4.5 + L-Serine pH, decarboxylase + +
PM10 C05 pH 4.5 + L-Threonine pH, decarboxylase + -
PM10 CO06 pH 4.5 + L-Tryptophan pH, decarboxylase - +
PM10 Co7 pH 4.5 + L-Citrulline pH, decarboxylase + +
PM10 cos8s pH 4.5 + L-Valine pH, decarboxylase + +
PM10 C09 pH 4.5 + Hydroxy-L-Proline6 pH, decarboxylase + -
PM10 C10 pH 4.5 + L-Ornithine pH, decarboxylase - -
PM10 C11 pH 4.5 + L-Homoarginine pH, decarboxylase - -
PM10 C12 pH 4.5 + L-Homoserine pH, decarboxylase + -
PM10 DO1 pH 4.5 + Anthranilic acid pH, decarboxylase - -
PM10 D02 pH 4.5 + L-Norleucine pH, decarboxylase - +
PM10 D03 pH 4.5 + L-Norvaline pH, decarboxylase +
PM10 D04 pH 4.5 + a-Amino-N-Butyric acid pH, decarboxylase -
PM10 D05 pH 4.5 + p-Aminobenzoate pH, decarboxylase - +
PM10 D06 pH 4.5 + L-Cysteic acid pH, decarboxylase + +
PM10 D07 pH 4.5 + D-Lysine pH, decarboxylase + +
PM10 D08 pH 4.5 + 5-Hydroxy-L-Lysine pH, decarboxylase + -
PM10 D09 pH 4.5 + 5-Hydroxy-L-Tryptophan pH, decarboxylase - +
PM10 D10 pH 4.5 + DL-Diamino-a,e-Pimelic acid | pH, decarboxylase + -
PM10 D11 pH 4.5 + Trimethylamine-N-Oxide pH, decarboxylase - +
PM10 D12 pH 4.5 + Urea pH, decarboxylase + +
PM10 EO1 pH 9.5 pH, deaminase control + +
PM10 EO2 pH 9.5 + L-Alanine pH, deaminase + +
PM10 EO3 pH 9.5 + L-Arginine pH, deaminase - +
PM10 E04 pH 9.5 + L-Asparagine pH, deaminase - +
PM10 EO5 pH 9.5 + L-Aspartic acid pH, deaminase + +
PM10 E06 pH 9.5 + L-Glutamic acid pH, deaminase + +
PM10 EO7 pH 9.5 + L-Glutamine pH, deaminase + +
PM10 E0S8 pH 9.5 + Glycine pH, deaminase + +
PM10 E09 pH 9.5 + L-Histidine pH, deaminase - +
PM10 E10 pH 9.5 + L-Isoleucine pH, deaminase - +
PM10 E11l pH 9.5 + L-Leucine pH, deaminase - +
PM10 E12 pH 9.5 + L-Lysine pH, deaminase + +
PM10 FO1 pH 9.5 + L-Methionine pH, deaminase - +
PM10 FO2 pH 9.5 + L-Phenylalanine pH, deaminase - +
PM10 FO3 pH 9.5 + L-Proline pH, deaminase + +
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PM10 Fo4 pH 9.5 + L-Serine pH, deaminase - +
PM10 F05 pH 9.5 + L-Threonine pH, deaminase -

PM10 FO6 pH 9.5 + L-Tryptophan pH, deaminase - -
PM10 FO7 pH 9.5 + L-Tyrosine pH, deaminase + +
PM10 FO8 pH 9.5 + L-Valine pH, deaminase - +
PM10 F09 pH 9.5 + Hydroxy-L-Proline pH, deaminase + +
PM10 F10 pH 9.5 + L-Ornithine pH, deaminase - -
PM10 F11 pH 9.5 + L-Homoarginine pH, deaminase -

PM10 F12 pH 9.5 + L-Homoserine pH, deaminase - +
PM10 GO01 pH 9.5 + Anthranilic acid pH, deaminase + -
PM10 G02 pH 9.5 + L-Norleucine pH, deaminase - +
PM10 GO03 pH 9.5 + L-Norvaline pH, deaminase - -
PM10| GO04 |pH 9.5+ Agmatine pH, deaminase - -
PM10 GO05 pH 9.5 + Cadaverine pH, deaminase -

PM10 GO06 pH 9.5 + Putrescine pH, deaminase -

PM10 GO07 pH 9.5 + Histamine pH, deaminase -

PM10 Go08 pH 9.5 + b-Phenylethylamine pH, deaminase - -
PM10 G09 pH 9.5 + Tyramine pH, deaminase - +
PM10 G10 pH 9.5 + Creatine pH, deaminase + +
PM10 G11 pH 9.5 + Trimethylamine-N-Oxide pH, deaminase + +
PM10 G12 pH 9.5 + Urea pH, deaminase + +
PM10 HO1 X-Caprylate caprylate esterase + +
PM10 HO2 X-a-D-Glucoside a-D-glucosidase + +
PM10 HO3 X-b-D-Glucoside b-D-glucosidase + +
PM10 HO4 X-a-D-Galactoside a-D-galactosidase + +
PM10 HO5 X-b-D-Galactoside b-D-galactosidase + +
PM10 HO6 X-a-D-Glucuronide a-D-glucuronidase + +
PM10 HO7 X-b-D-Glucuronide b-D-glucuronidase + +
PM10 HO8 X-b-D-Glucosaminide b-D-glucosaminidase + +
PM10 HO9 X-b-D-Galactosaminide b-D-galactosaminidase + +
PM10 H10 X-a-D-Mannoside a-D-mannosidase + +
PM10 H11 | X-PO4 aryl phosphatase + +
PM10 H12 |X-SO4 aryl sulfatase + +
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Tableau complémentaire 3.Tests de sensibilité des deux soudBaterobacter biskrasp.
nov. etEnterobacter zibanasp. nov. dans les MicroPlaques™ PM11C- PM16A dudsgio
“R” résistante a toutes les concentrations, “Rié'sistante a la plus faible concentration 1
seulement, “"R2” résistante aux concentrations t12eseulement, “R3” résistante aux
concentrations 1, 2 et 3 seulement,

“S” sengilitutes les concentrations.

) Q
S| 2.
Plate |Location |Chemical Antimicrobial mechanism G2 3 =
o = N =
w e | wd
PM11C|A 01-04 | Amikacin protein synthesis, 30S ribosomal | o R
subunit, aminoglycoside
PM11C|A 05-08 | Chlortetracycline protein synthesis, 30S ribosomal | o R
subunit, tetracycline
PM11C|A 09 -12 | Lincomycin protein synthesis, 50S ribosomal | p | pg
subunit, lincosamide
PM11C|B 01-04 | Amoxicillin wall, lactam R R
PM11C|B 05 -08 | Cloxacillin wall, lactam R2 R2
PM11C|B 09 - 12 | Lomefloxacin DNA topoisomerase R3 R3
PM11C|C 01 -04 | Bleomycin DNA damage, oxidation R R
PM11C|C 05-08 | Colistin membrane, cyclic peptide R R2
PM11C|C 09 -12 | Minocycline protein synthesusz 30 ribosomal R2 R2
subunit, tetracycline
PM11C|D 01 -04 | Capreomycin protein synthesis R R
PM11C|D 05 - 08 | Demeclocycline protein syntheS|s_, 308 ribosomal R3 R3
subunit, tetracycline
PM11C|D 09 -12 | Nafcillin wall, lactam R2 R3
PM11C|EO01-04 | Cefazolin wall, cephalosporin R R3
PM11C|E 05-08 | Enoxacin DNA topoisomerase R3 R2
PM11C|E 09 - 12 | Nalidixic acid DNA topoisomerase R1 R2
PM11C|F01-04 | Chloramphenicol protein synthesis, amjuoén R2 R2
PM11C|F 05-08 | Erythromycin protein synthesis, 50S ribosomal | R
subunit,macrolide
PM11C|F09-12 | Neomycin protein synthe3|s, SO_S ribosomal R R
subunit, aminoglycoside
PM11C|G 01 -04 | Ceftriaxone wall, cephalosporin R R
PM11C|G 05 -08 | Gentamicin protein synthesus, 30.8 ribosomal R R
subunit, aminoglycoside
PM11C|G 09 -12 | Potassium tellurite toxic anion R2 R3
PM11C|H 01 -04 | Cephalothin wall, cephalosporin R3 R2
PM11C|H 05 -08 | Kanamycin protein synthesis, 30S ribosomal | o R
subunit, aminoglycoside
PM11C|H 09 - 12 | Ofloxacin DNA topoisomerase R R3
PM12B|A 01 -04 | Penicillin G wall, lactam R R3
PM12B|A 05 - 08 | Tetracycline protein synthesusz 30 ribosomal R3 R
subunit, tetracycline
PM12B|A 09 - 12 | Carbenicillin wall, lactam R R
PM12B|B 01 - 04 | Oxacillin wall, lactam R1 R2
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protein synthesis, 30S ribosomal

PM12B|B 05 - 08 | Penimepicycline , : R3 R3
subunit, tetracycline
PM12B|B09-12 | Polymyxin B membrane, cyclic peptide R 3R
PM12B|C 01-04 | Paromomycin protein synthesis, 30S ribosomal | pa | pa
subunit, aminoglycoside
PM12B|C 05-08 | Vancomycin wall R R3
PM12B|C 09 - 12 | DL-Serine hydroxamate tRNA synthetase R3 R3
PM12B|D 01-04 | Sisomicin protein synthesis, 30S ribosomal | o,
subunit, aminoglycoside
PM12B|D 05 - 08 | Sulfamethazine folate antagonist, PABAlag R3
PM12B|D 09 - 12 | Novobiocin DNA topoisomerase S S
PM12B|E 01-04 |24-Diamino-6,7- folate antagonist, vibriostatic agent R2
diisopropylpteridine
PM12B|E 05 - 08 | Sulfadiazine folate antagonist, PABA agal R2 R
PM12B|E 09 - 12 | Benzethonium Chloride membrane, detergatibnic R3 R3
PM12B|F 01-04 | Tobramycin protein synthesis, 30S ribosomal | o, | g
subunit, aminoglycoside
PM12B|F 05 -08 | Sulfathiazole folate antagonist, PABAlaga R2 R
PM12B|F 09 - 12 | 5-Fluoroorotic acid nucleic acid analpgimidine R R
PM12B|G 01-04 | Spectinomycin protein synthesis, 30S ribosomal | o
subunit, aminoglycoside
PM12B|G 05 - 08 | Sulfamethoxazole folate antagonist, P/ABAlog R2 R
PM12B|G 09 - 12 | L-Aspartic-b-hydroxamate tRNA synthetase R1 R
PM12B|H 01 - 04 | Spiramycin proteln synthes!s, 50S ribosomal R
subunit, macrolide
PM12B|H 05 - 08 | Rifampicin RNA polymerase R R
PM12B|H 09 - 12 Dodecy_ltnmethyl_ membrane, detergent, cationic R3 R3
ammonium bromide
PM13B|A01-04 | Ampicillin, Sodium salt | DNVA intercalator, inhibits RNA
synthesis
PM13B|A 05 -08 | Dequalinium chloride ion channel inhilpjtk+
PM13B|A09-12 | Nickel chloride toxic cation R3 R3
PM13B|B 01 -04 | Azlocillin wall, lactam R R
PM13B|B 05 -08 | 2,2 -Dipyridyl chelator, lipophilic S S
PM13B|B 09 - 12 | Oxolinic acid DNA topoisomerase R2 R2
PM13B|C 01 - 04 6-Mercaptopurine nucleic acid analog, purine R3 R3
monohydrate
PM13B|C 05-08 | Doxycycline protein synthesis, 30S ribosomal | o, | gy
subunit, tetracycline
PM13B|C 09 -12 | Potassium chromate toxic anion R3 R2
PM13B|D 01 - 04 | Cefuroxime wall, cephalosporin R3 R3
PM13B|D 05 - 08 | 5-Fluorouracil nucleic acid analog, pyidine R
PM13B|D 09 -12 | Rolitetracycline protein synthesis, 30S ribosomal | o R
subunit, tetracycline
PM13B|E 01 - 04 | SYtOSine-1-beta-D- nucleic acid analog, pyrimidine R R
arabinofuranoside
PM13B|E 05-08 | Geneticin disulfate (G418} o SYnthesis, 305 ribosomal
ubunit, aminoglycoside
PM13B|E09-12 | Ruthenium red respiration, mitochondtiat+
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porter
PM13B|F 01 -04 | Cesium chloride toxic cation R R
PM13B|F 05-08 | Glycine HCI wall R R
PM13B|F 09 - 12 | Thallium (l) acetate toxic cation R3 R3
PM13B|G 01 -04 | Cobalt (Il) chloride toxic cation R2 R2
PM13B| G 05 - 08 | Manganese chloride toxic cation R3 R3
PM13B|G 09 - 12 | Trifluoperazine membrane, phenothiazine, efflux | o R
pump inhibitor, anti-psychotic
PM13B|H 01 - 04 | Cupric chloride toxic cation R3 R3
PM13B|H 05 -08 | Moxalactam wall, lactam R2 R2
PM13B|H 09-12 | Tylosin proteir_1 synthes@s, 50S ribosomal R R
subunit, macrolide
PM14Al A 01 -04 | Acriflavine DNA mt_ercalator, inhibits RNA R R
synthesis
PM14A| A 05 - 08 | Euraltadone nitro compound, oxidizing agent, R R
DNA damage
PM14A| A 09 - 12 | Sanguinarine chloride ATPase, Na+/K+ Btog-+ R2 R2
PM14A|B 01-04 | 9-Aminoacridine DNA intercalator, inhibits RNA o3| g
synthesis
PM14A|B 05 - 08 | Fusaric acid chelator, lipophilic R2 R
PM14A|B 09 -12 | Sodium Arsenate toxic anion, PO4 analog RIR
PM14A|C 01 - 04 | Boric acid toxic anion R2 S
PM14A| C 05 - 08 1-_Hydroxypyr_idine-2- biofilm inhibitor, chelator, anti- R3 R3
thione (pyrithione) fungal
PM14A|C 09 - 12 | Sodium Cyanate toxic anion R3 R3
PM14A|D 01 -04 | Cadmium chloride toxic cation S R2
PM14A|D 05 - 08 | lodoacetic acid oxidizes sulfhydryls R3| 3R
PM14A|D 09 -12 | Sodium Dichromate toxic anion, SO4 analog R3 R3
PM14A|E01-04 | Cefoxitin wall, cephalosporin R3 R
PM14A|E 05-08 | Nitrofurantoin nitro compound, oxidizing agent, | R
DNA damage
PM14A|E 09 - 12 | Sodium metaborate toxic anion R2 R3
PM14A|F 01 -04 | Chloramphenicol protein synthesis, amuoén R3 R2
PM14A|F 05-08 | Piperacillin wall, lactam R R
PM14A|F 09 - 12 Sodium metavanadate toxic anion, PO%khgnal S S
PM14A| G 01 - 04 | Chelerythrine chloride protein kinasenflibhitor R R
PM14A| G 05 -08 | Carbenicillin wall, lactam R R
PM14A|G 09 -12 | Sodium Nitrite toxic anion R3 R3
Ethylene Glycol-bis(b-
PM14A|H 01 - 04 | Aminoethyl ether) chelator, Ca++ R R
-NNN"N"-Tetraacetic Acid
, membrane, phenothiazine,
PM14A/H05-08 | Promethazine efflux pump ?nhibitor, anti-psychoticR3 R2
PM14A|H 09 - 12 | Sodium orthovanadate toxic anion, PO4ogna S S
PM15B|A 01 - 04 | Procaine wall, cephalosporin R3 R3
PM15B| A 05 -08 | Guanidine hydrochloride| membrane, chamitragent R2 R2
PM15B|A09-12 | Cefmetazole wall, cephalosporin R R
PM15B|B 01 - 04 | D-Cycloserine wall R R
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PM15B|B05-08 | EDTA chelator, hydrophilic R3 R
PM15B|B 09 - 12 |2 /-Dichloro-8- chelator, lipophilic R3 R
hydroxyquinaldine
PM15B|C 01 -04 |2 /-Dichloro-8- chelator, lipophilic R3 | R3
hydroxyquinoline
PM15B|C 05 - 08 | Fusidic acid, sodium salt  protein syrithedongation factor | R2 R3
PM158|C 09 - 12 | L,L0-Phenanthroline 1 000 inophilic R2 | R2
Monohydrate
PM15B|D 01 - 04 | Phleomycin DNA damage, oxidation R R
PM15B|D 05 -08 | Domiphen bromide | M'embrane, detergent, cationic, g3 | p3
fungicide
PM15B|D 09 - 12 | Nordihydroguaiaretic acid lipoxygenasmdicide R R
PM15B|E 01-04 | Alexidine membrane, electron transport, | pa | g
biguanide
5-Nitro-2-furaldehyde nitro compound, oxidizing agent
PM15B|E 05 - 08 | semicarbazone pound, gagent g R
: DNA damage
(Nitrofurazone)
PM15B|E 09 -12 | Methyl viologen oxidizing agent R R
PM15B| E 01 - 04 3,4-Dimethoxybenzyl OX|d|z_|ng agent, free radical- R R2
alcohol peroxidase substrate
PM15B|E 05 - 08 Oleandomycin, phosphateprotelrj synthes!s, 50S ribosomal R R
salt subunit, macrolide
protein synthesis, 30S ribosomal
PM15B|F 09 -12 | Puromycin subunit, premature chanin R3 R3
termination
Carbonyl-cyanide m-
PM15B| G 01 - 04 |chlorophenylhydrazone | respiration, ionophore, H+ R R2
(CCCP)
PM15B|G 05 - 08 | Sodium Azide respiration, uncoupler R1 R1
PM15B|G 09 - 12 I\/_Iena_dlone, sodium respiration, uncoupler R3 R3
bisulfite
nitro compound, oxidizing agent,
PM15B|H 01 - 04 | 2-Nitroimidazole ribonucleotide DP reductase R2 R2
inhibitor
ribonucleotide DP reductase
PM15B|H 05 - 08 | Hydroxyurea inhibitor, antifolate (inhibits R3 R3
thymine and methionine synthesis
PM15B|H 09 - 12 | Zinc chloride toxic cation R3 R3
PM16A|A 01 -04 | Cefotaxime wall, cephalosporin R S
PM16A| A 05 -08 | Phosphomycin wall R R
PM16A| A 09 - 12 | 2-Chloro-7-iodo-8- chelator, lipophilic R2 R2
hydroxy-quinoline
PM16A|B 01 - 04 | Norfloxacin DNA topoisomerase R R
PM16A|B 05 -08 | Sulfanilamide folate antagonist, PABA laga R R
PM16A|B 09 -12 | Trimethoprim folate antagonist, dihyldrofolate | p, | gy
reductase inhibitor
PM16A|C 01 - 04 | Dichlofluanid fungicide, phenylsulphamid R R
PM16A|C 05-08 | Protamine sulfate membrane, nonspeditiiditig R2 R2
PM16A|C 09 -12 | Cetylpyridinium chloride| membrane, dgést, cationic R3 R3
PM16A|D 01 - 04 | Chlorodinitrobenzene OX'dlze.S sulfhydryls, depletes R R
glutathione
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oxidizes sulfhydryls, depletes

PM16A|D 05 - 08 | Diamide . R
glutathione
PM16A| D 09 - 12 | Cinoxacin DNA topoisomerase R2 R2
PM16A|E 01-04 | Streptomycin proteir) synt_hesis, 30_S ribosomal R3
subunit, aminoglycoside
PM16A|E 05 - 08 | 5-Azacytidine E]lr\]lgl tr(r;;athylatlon, methyltransferas R
PM16A|E 09 - 12 | Rifamycin SV RNA polymerase R R
PM16A|F 01 - 04 | Potassium tellurite toxic anion R2 R3
PM16A|F 05-08 | Sodium Selenite toxic anion R R
PM16A|F 09 -12 | Aluminum sulfate toxic cation R R
PM16A|G 01 -04 | Chromium (lll) chloride toxic cation R R
PM16A| G 05 -08 | Ferric chloride toxic cation R R
PM16A|G 09 - 12 | LGlutamic acid g- tRNA synthetase R R
monohydroxamate
PM16A|H 01 -04 | Glycine hydroxamate tRNA synthetase R2 R2
PM16A|H 05 - 0g |+ Chloro-3,5-dimethyl- ¢ icige R R
phenol
PM16A|H 09 - 12 | Sorbic acid respiration, ionophore, H+ R |R
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Abstract

Glyphosate (N-phosphonomethylglycine) is the mosemmonly used herbicide
worldwide. Because of concern regarding its toyjcifinding glyphosate-degrading
microorganisms in soil is of interest. The sucadgbis will depend on isolating bacteria with
the ability to grow in presence of glyphosate. ®ebacterial strains were isolated from
different untreated soils of Algeria, the strainergv able to grow in a medium containing
glyphosate as sole carbon or phosphorus sourcarmhment cultures of these soils. Based
on 16S rRNA gene sequence analysis, MALDI-TOF M8 hiochemical properties. Five
isolates were identified to the following speciédsseudomonas putigd&nterobacter cloacae
Rahnella aquatik, Serratia marcescenasndEnterobacter cloacael he result of the MALDI
TOF and the combined analysis of the gene sequearidbée 16S rRNA with the rpoB gene
allowed to approximate to the genus Enterobacher, remaining two isolates designated
Bisphl Bisph2 and using glyphosate as the only pihmsis source. Multilocus sequence
analysis (MLSA) of hsp6Q rpoB, gyrB and DnaJ genes has shown that Bisphl and Bisph2
form a distinct group in the phylogenetic tree lnd genuknterobacter On the basis of the
phenotypic characteristics and molecular analys¢a @e propose that strains Bisphl and
Bisph2 represent two novel species of the geBRuserobacter,for which the names
Enterobacter biskrae sp. nov. andEnterobacterzibanae sp. nov. are proposed. This
observation adds to the list of glyphosate-degdiacteria.Pseudomonas putidand
Enterobacter zibanasp. nov. showed high levels of growth in the pneseof glyphosate as
sole phosphorus source , they have been usediftiestof optimization of abiotic parameters
for an efficient degradation of glyphosate. Thetbessult of growth was on 1g/L of
glyphosate in minimal medium at 150 rpm within 1§8upplemented with glutamate with
initial pH 9.0 at 30°C foP. putidaand with east extract with an initial pH 9.0 afG7or E.
zibanaesp. nov. The two isolates were able to tolerateoupg/L of glyphosate. These results
show that the bacterial strains may possess patetti be used in bioremediation of
glyphosate-contaminated environments. The impaaglgbhosate treatments on microbial
community structure and function in vitro of two gkkian soils with different
physicochemical properties (a forest soil and Sahaoil) were evaluated in the short term
(30 days). Glyphosate was applied at a rate of &d&g" of soil and microbial activity was
assessed by soil basal respiration and microbiahenation. Glyphosate addition to the forest
soil had no effects on culturable microbial comntyand basal respiration. Unlike the forest
soil, Saharan soil had a strong response in miak@uativity and a marked increase in total
culturable microorganisms. These initial findinggygest that glyphosate have no negative
effects on microbial activity and it can improvel spality.

Key words: Glyphosate, soil, degrading bacteria, biodegradataptimization, cultivation
conditions, impact of glyphosate, microbial actvit
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Résumé

Le glyphosate (N-phosphonométhylglycine) est I'feédle le plus couramment utilis
dans le monde entier et en Algérie. Connaitre éeténies capables de le dégrader est
grand intérét. Ainsi, dans cette étude, sept saudlaetériennes ont été isolées, par

cultures d'enrichissement, a partir de trois sdfgrénts non traités (sol saharien de Bisk

sol agricole et sol forestier de Constantine),slesches étaient capables de croitre dan
milieu contenant du glyphosate comme seule soureecarbone ou de phospho

é
d'un
des

S un
re.

L’identification des souches était basée sur lesaatéristiques morphologiques, les

caractéristiques biochimiques, Il'analyse du gemd&ARNr 16S et le MALDI TOF. Cing
isolats ont été identifiées aux especes suivarResudomonas putig&nterobacter cloacae
Rahnella aquatili, Enterobacter cloacaé Serratia marcescenge résultat du MALDI TOR
et 'analyse combinée des séquences du géne d&lFABS avec le genpoB ont permis de
rapprocher au gententerobacteries deux isolats restants, désignées par BispBlsph2,
utilisant le glyphosate comme seule source de plursp L'analyse des séquend
multilocus (MLSA) des géne&isp6Q rpoB, gyrB et DnaJ a montrée que Bisphl et Bisp
forme un groupe distinct dans l'arbre phylogénétidu genrdenterobacter Sur la base de
caractéristiques phénotypiques et l'analyse deshéks moléculaires, les deux souc
Bisphl et Bisph2 représentent deux nouvelles esphecgenrenterobacter dont les noms
Enterobacter biskragp. nov. eEnterobacter zibanasp. nov. sont proposeés.

Pseudomonas putidat Enterobacter zibanasp. nov. ont montré des niveaux
croissance élevés en présence du glyphosate coeute source de phosphore, elles
donc été utilisées pour des études de l'optimisaties paramétres abiotiques pour
dégradation efficace du glyphosate. Le meilleunltésde croissance des deux souches
dans un milieu minimal contenant 1g/l de glyphosatel50 t/m durant 168 heur
d’incubation, supplémenté de glutamate (0,1%, @/pH initial 9,0 a 30°C pou?. putidaet
d’extrait de levure (0,1%, p/v) a pH initial 9,(@°C pourkE. zibanaesp. nov. La croissang
des deus souches diminue avec 'augmentation deneentration du glyphosate. Toutefqg
aucune inhibition de la croissance n’a été obseavdes concentrations élevées9(g/l), ce
gui suggere gue les deux souches peuvent tolé&gu'ai 15 g/l de glyphosate.

Les effets du glyphosate sur la respiration mi@obe et la composition de
communauté microbienne cultivable des deux solegfeer et Saharien) ont été évalué
court terme (30 jours). Le glyphosate n'a aucuetefipositif ou négatif) sur le nombre
microorganismes du sol forestier traité. Contragatrau sol forestier, I'activité microbien
du sol Saharien a été nettement activée en préesdnaglyphosate, non seulement
laugmentation du nombre des microorganismes, raassi par I'augmentation de
respiration basale du sol.

Mots clés :Glyphosate, sol, bactéries dégradantes, biodégwadaptimisation, conditions
de culture, effets secondaires, activité microbéenn
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