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Résumé

Cette étude se concentre sur un diagnostic des pesticides les plus couramment utilisés dans
I’agronomie de certaines cultures dans les régions d'EI-Oued et de Ouargla. Une enquéte nous a
permis d’élaborer une liste des pesticides les plus utilisés dans ces deux régions. La collecte des
informations a été faite aupres des agriculteurs et des organisations agricoles. Dans la wilaya d'El-
Oued, les pesticides les plus fréquemment utilisés sont I'herbicide métribuzin, le fongicide fosétyl-
aluminium et l'insecticide deltaméthrine, tandis que dans la wilaya de Ouargla, ils comprennent
I'nerbicide glyphosate, le fongicide tébuconazole et I'insecticide deltamethrine. Une analyse physico-
chimique a été également effectuée, sur les échantillons de sol de ces deux régions. Elle révéle que
les deux types de sol présentent des caractéristiques typiques des sols arides, caractérisées par une
alcalinité, une humidité faible et une faible teneur en matiére organique. L’isolement a partir de ces
sols a permis de sélectionner 12 Actinobactéries a partir d’EI-Oued et 15 de Ouargla. L'identification
de ces isolats a été réalisee en combinant des techniques morphologiques, biochimiques et
moléculaires. Le séquencage de I'ADN ribosomal 16S a permis de classer les souches sous le genre
Streptomyces. Le screening qualitatif des souches sur milieu gélosé minimum MSM, enrichi
individuellement avec des pesticides comme seule source de carbone, a permis de sélectionner 5
souches du sol d'EI-Oued et 5 souches du sol de Ouargla capables d'utiliser quatre pesticides a une
concentration de 50 mg/L. Le screening quantitatif en milieu MSM liquide a ensuite été réalisé,
conduisant a la sélection de 4 souches du sol d'EI-Oued et 5 souches du sol de Ouargla, capables de
croitre en présence de 50 mg/L de ces pesticides, pris individuellement. Parmi ces pesticides, deux
herbicides, le glyphosate et la métribuzine, ont été sélectionnées grace a la croissance maximale des
souches en présence de ces pesticides. Une quantification des herbicides dégradés dans différentes
conditions (pH, température, et volume d’inoculum) par des méthodes spectrophotométriques a
révélé que la dégradation maximale du glyphosate et de la métribuzine se produisait a une
température de 30°C, un pH de 7,2 et un volume d'inoculum de 4%. Des consortiums RH1 et RH2,
composés de souches sélectionnées pour la dégradation du glyphosate et de la métribuzine
respectivement, ont montré une dégradation maximale des herbicides comparativement aux cultures
pures. Un suivi de la biodégradation de la métribuzine par une analyse chromatographique GC-MS
dans les conditions optimales a révélé une dégradation qui atteint un pourcentage de 80,38%.
76,88%, 83,12%, 79,52% par les souches actifs CH, B2, C1 et C3 respectivement. Le consortium
RH2 a pu dégrader 84,7% de concentration initiale de la metribuzine de (50 mg/L). Une réduction

remarquable du carbone organique totale a été observée par les souches d’El-Oued et de Ouargla,



avec une performance chez les consortiums RH1 et RH2. Une analyse de la structure chimique des
herbicides glyphosate et métribuzine avant et aprés dégradation, par le spectrophotométre ATR-
FTIR montre un changement dans les liaisons chimiques de la molécule du pesticide, et par

conséquent dans leur structure, ce qui confirme une biodégradation de ces pesticides.

Mots clés : Actinobactéries, Biodégradation, Pesticides, Sol Agricole, EI-Oued, Ouargla.



Abstract

This study focuses on a diagnosis of the pesticides most commonly used in the agronomy of
certain crops in the regions of EI-Oued and Ouargla. A survey enabled us to draw up a list of the
pesticides most commonly used in these two regions. Information was gathered from farmers and
agricultural organizations. In the city of EI-Oued, the most frequently used pesticides are the
herbicide metribuzin, the fungicide fosetyl-aluminium and the insecticide deltamethrin, while in the
city of Ouargla, they include the herbicide glyphosate, the fungicide tébuconazole and the
insecticide deltamethrin.A physico-chemical analysis was also carried out on soil samples from
these two regions. It revealed that both soil types had typical arid soil characteristics, characterized
by alkalinity, low humidity and low organic matter content. Isolation from these soils allowed us to
select 12 Actinobacteria from El-Oued and 15 from Quargla. These isolates were identified using a
combination of morphological, biochemical and molecular techniques. Sequencing of 16S ribosomal
DNA enabled strains to be classified under the Streptomyces genus. Qualitative screening of strains
on MSM minimum agar medium, individually enriched with pesticides as the sole carbon source,
allowed selection of 5 strains from EI-Oued soil and 5 strains from Ouargla soil capable of using
four pesticides at a concentration of 50 mg/L. Quantitative screening in MSM liquid medium was
then carried out, leading to the selection of 4 strains from EI-Oued soil and 5 strains from Quargla
soil, capable of growing in the presence of 50 mg/L of these pesticides, taken individually. Among
these pesticides, two herbicides, glyphosate and metribuzin, were selected on the basis of maximum
strain growth in the presence of these pesticides. Quantification of the herbicides degraded under
different conditions (pH, temperature and inoculum size) using spectrophotometric methods
revealed that maximum degradation of glyphosate and metribuzin occurred at a temperature of
30°C, a pH of 7,2 and an inoculum size of 4%. RH1 and RH2 consortia, composed of strains
selected for glyphosate and metribuzin degradation respectively, showed maximum herbicide
degradation compared with pure cultures. The monitoring of metribuzin biodegradation by GC-MS
chromatographic analysis under optimal conditions revealed a degradation percentage of 80.38%.
76.88%, 83.12%, 79.52% by active strains CH, B2, C1 and C3 respectively. The RH2 consortium
was able to degrade 84.7% of the initial metribuzin concentration of (50 mg/L). A remarkable
reduction in total organic carbon was observed by the strains of EI-Oued and Ouargla, with
performance in the RH1 and RH2 consortia. An analysis of the chemical structure of the herbicides

glyphosate and metribuzin before and after degradation, by ATR-FTIR spectrophotometer, shows a



change in the chemical bonds of the pesticide molecule, and consequently in their structure,

confirming a biodegradation of these pesticides.

Key words: Actinobacteria, Biodegradation, Pesticides, Agricultural Soil, EI-Oued, Ouargla.
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Liste des abréviations

[C]: Concentration

GC%: Pourcentage de la guanine et la cytosine.
J: Jour

m/z: Masse/charge

MEGA 11: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MM : Milieu Minimum

p/v : Poids par volume

PCR: Polymerase Chain Reaction

rpm: Rotation par minute

GC-MS: Chromatographie gazeuse- spectrophotométrie de masse
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Introduction

Aujourd’hui, I’utilisation des pesticides est devenue une pratique courante dans l'agriculture
moderne, en raison de ses avantages. Les pesticides sont des substances chimiques qui peuvent
prévenir, détruire ou contréler les parasites (Richardson et al., 2019). Ils sont caractérisés par un
mode d'action qui n'est pas nécessairement specifique (Kaur et al., 2019).

Les pesticides ont joué un réle crucial dans I'agriculture au cours des dernieres décennies. lls
ont aidé a améliorer la production en protégeant les cultures contre les ravageurs, les maladies, les
mauvaises herbes.

La consommation des pesticides est toujours en croissance, elle est passée de 140 tonnes en
1940, a 600 000 tonnes en 1997 (Pimentel, 1995). Elle augmente de maniere anarchique (Alavanja,
2009). Environ un tiers des produits agricoles du monde, sont produits en utilisant des pesticides
(Liu et al., 2002).

Cependant I'utilisation excessive et l'application incorrecte de ces produits phytosanitaires
entraine leur bioaccumulation dans les chaines alimentaires, ce qui affecte les organismes non cibles
(Liu et al., 2016). Environ 1% de cette quantité arrive directement sur les parasites cible, tandis que
pres de 30 a 50% de la quantité se perd dans 1’air (Gavrilescu, 2005; Gil et Sinfort, 2005). L'impact
direct ou indirect des pesticides sur les organismes non cibles, perturbe I'équilibre de I'écosystéme,
causant des dommages a l'eau, a l'air, au sol qui se répercute ultimement sur la santé humaine
(Rosell et al., 2008; Ozkara et al., 2016; Abraham et al., 2019).

Le sol figure parmi les compartiments environnementaux les plus affectés et est identifié
comme un récepteur majeur de ces produits phytosanitaires (Fernandes et al., 2020). Cette situation
découle de la réception d'une quantité significative de pesticides, soit lors de leur application directe
sur les cultures, soit de maniére indirecte lorsque les précipitations rincent les feuilles des cultures
traitées (Barriuso et al., 1996). Ces produits phytosanitaires peuvent persister dans le sol et
atteindre des concentrations élevées ou étre perdus pour contaminer les autres compartiments

comme 1’air et I’ecau (Semple et al., 2003).
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En Algérie, 1’utilisation des pesticides est tres répandue dans le secteur agricole, ces
pesticides comprennent des insecticides, des herbicides, des fongicides et d'autres produits

chimiques agricoles destinés a protéger les cultures et & améliorer leurs rendements.

L'essor de l'agriculture Saharienne en Algérie contribue significativement a I'économie
nationale et continue d’offrir une variété extraordinaire de produits agricoles. Cependant, ces
écosystémes, autrefois préservés, sont désormais touchés par la pollution anthropique, mettant ainsi
en péril leur équilibre écologique. Heurcusement, ces dommages causés a 1’environnement

Sahariens, sont réversibles et mérites des efforts pour y remédier.

L'élimination des pesticides de ces sols revét une importance capitale. Elle a attiré I'attention
des plusieurs chercheurs pour préserver la santé des écosystémes terrestres et aquatiques ainsi que
celle des étres humains. Les méthodes de décontamination efficaces et respectueuses de
I'environnement, reposent sur plusieurs stratégies qui se récapitulent en général comme méthodes
biologiques, chimiques ou physiques. Contrairement aux processus physiques et chimiques qui ont
un effet secondaire sur I’environnement et un cott élevé (Ballerini et Vandescateele, 1999), les
méthodes biologiques, présentent des avantages significatifs. Elles se distinguent par leur facilité,

efficacite et faible colt (Marican et Duran-Lara., 2017; Rossi et al., 2021).

La biorémédiation est une approche qui repose sur l'utilisation de micro-organismes tels que
des bactéries et les champignons pour dégrader les contaminants présents dans le sol, I'eau ou
d'autres milieux pollués (Uqgab et al., 2016). Elle implique la biotransformation, la biodégradation
ou la minéralisation, des contaminants en substances chimiques moins dangereuses et non toxiques
(Singh et al., 2014).

Dans ce sens, plusieurs études se sont orientées et focalisées sur I'exploitation des
microorganismes, en tant qu'agents de dégradation des pesticides (Bhalerao et Puranik, 2007). Au
cours des récentes années, de nombreux micro-organismes ont été identifiés comme ayant un
potentiel considérable pour la dépollution des segments de 1’environnement contaminés par ces

produits phytosanitaires.
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Les actinobactéries peuvent étre considérees comme de sérieux candidats pour la dégradation
de ces produits, grace a leurs aptitudes physiologiques et métaboliques que possedent une grande
variété des enzymes extracellulaires (Ravi et Gupta, 2022). Elles sont présentes dans divers
écosystemes terrestres et aquatiques, ou elles exercent un rdle essentiel en participant a des
processus environnementaux tels que la dégradation de la matiére organique (cellulose et chitine) et
la contribution aux cycles biogéochimiques. Actuellement, I'attention des chercheurs se porte sur ces
bactéries en raison de la diversité de leurs métabolites secondaires, de leur capacité a se propager
dans les environnements terrestres et a resister & des conditions environnementales défavorables
grace a leurs aptitudes admirables a résister aux facteurs climatiques rudes et défavorables (Mawang
et al., 2021; Anandan et al., 2016).

L’objectif de cette étude est d’évaluer la biodégradation de certains pesticides les plus utilisés
dans les regions d’El-Oued et de Ouargla par des actinomycétes isolés a partir ces régions.
Cette etude est scindée en trois parties :

La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique composée de trois chapitres.

v' Le premier chapitre décrit les pesticides.

v Le deuxiéme chapitre expose les actinomycetes.

v’ Le troisieme chapitre aborde les pesticides les plus utilisés dans les wilayas d’El-Oued et

Ouargla.

La deuxieme partie de cette étude se concentre sur la partie expérimentale, mettant en avant les
analyses physico-chimiques des sols d'isolement, ainsi que les techniques d'isolement et de sélection
des actinomycetes capables de survivre en présence des pesticides (métribuzine, fosétyl-aluminium
glyphosate, tébuconazole et deltaméthrine).

Cette section comprend également des études de cinétiques de dégradation des pesticides en
utilisant le pesticide comme seule source de carbone. L'étude est complétée par une quantification
spectrophotométrique de deux pesticides sélectionnés (glyphosate et métribuzine), avec une
optimisation de la biodégradation dans différentes conditions telles que le pH, la température et le
volume l'inoculum.

La dégradation de la métribuzine est suivie entre autres, par une analyse chromatographique, des

tests de I'évaluation du carbone total organique et des analyses de la structure chimique des
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pesticides aprés dégradation. L'identification morphologique, phénotypique et moléculaire des
isolats actifs est également envisagée dans cette partie.

La troisieme partie est dédiée a une synthese des principaux résultats obtenus, qui seront
discutés, suivie d'une conclusion générale et des perspectives pour cette recherche.
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Chapitre 1. Les pesticides

Les pesticides

1. Histoire des pesticides

L’histoire de 1’utilisation des pesticides remonte a l'antiquité, quand les étres humains ont
cherché des moyens pour protéger les cultures. Les premieres méthodes étaient avant les années
1800, qui souvent basées sur l'utilisation de substances naturelles et des moyens physiques pour luter
les organismes nuisibles, comprenant la collecte des larves, des ceufs et des insectes adultes, ainsi
que l'utilisation du feu pour éliminer les plantes malades et le désherbage manuel et mécanique. 1l 'y
a environ 4500 ans, les Sumériens ont été les pionniers dans l'utilisation d'insecticides, employant
des composés sulfurés pour combattre les insectes et les acariens. Les Chinois ont également adopté
cette pratique environ 3200 ans plus tard, en utilisant des composés de mercure et d'arsenic pour

lutter contre les poux de corps (Calvet et al., 2005; Council, 2000).

Pendant la deuxiéme période, s'étalant de 1870 a 1945, I'utilisation de divers produits chimiques
inorganiques a débuté. A la fin du XIXe siécle, les Suédois avaient recours a des composés de cuivre

et de soufre pour prévenir de nombreuses maladies fongiques sur leurs cultures (Council, 2000).

Aprés 1945, I'utilisation des pesticides a connu une croissance significative (Amara, 2013). Le
développement de l'utilisation généralisée des pesticides au XXe siecle peut étre divisé en deux
périodes distinctes, la premiére et la deuxiéme moitié séparée par la deuxiéme guerre mondiale avec

le développement de la chimie de synthése (Tableau 1) (Calvet et al., 2005).

Tableau 1. Historique d’évolution de 1’usage de trois grandes classes des pesticides (de 1990 a 2000)

(Batsch, 2011).
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2. Définition

Le terme pesticide provient des mots latins “ceadere™ (tuer) et "pestis” (peste) (De Cormis,
1994).

Les pesticides sont des substances chimiques utilisées dans l'agriculture moderne pour lutter
contre les maladies causees par des micro-organismes nuisibles, des insectes et diverses espéces de

mauvaises herbes (Nourouzi et al., 2011; Boland, 2004; Hassaan et EI Nemr, 2020).
3. Les pesticides en Algérie

L'Algérie se classe parmi les pays qui ont un intérét pour I'agriculture. Entre 2004 et 2014, elle a

connu un taux de croissance annuel de 7,06% dans ce domaine (Bessaoud, 2019).

Les agriculteurs utilisent les pesticides pour protéger et varier la qualité de production, ce qui
rend 1’Algérie parmi les pays leaders en Afrique. Selon DSA (Direction des Services Agricoles),
2019 et FAOSTAT, 2019 I’ Algérie consomme environ 6 000 ¢tonnes de pesticides annuellement.

Ce chiffre inclut 7 000 produits commerciaux contenant 480 substances actives enregistrées.
4. Les pesticides dans le monde

L’utilisation des pesticides dans I’agriculture a connu son plein essor dans les dernieres
décennies, parallélement avec 1’augmentation des populations mondiales. Les statistiques avec un
niveau de certitude de 95%, montrent que la population mondiale se situera entre 9,4 et 10,1
milliards dans 1’année 2030 (Sabzevari et Hofman, 2022). Face a ces données, les pesticides
deviennent une nécessité pour augmenter la production. Les fongicides, les insecticides, les
herbicides et les nématicides sont plus demandés dans 1’agriculture moderne (Sarkar et al., 2022).

Les statistiques de la FAO en 2020 indique qu’au 2018, I'Allemagne était parmis les premiers
pays exportateurs des pesticides dans le monde avec 0,47 suivie par I'Inde avec 0,44 et les Etats-

Unis d’Ameérique avec 0,43 million de tonnes de pesticides exportés (Sabzevari et Hofman, 2022).

En cette méme année, les pays importateurs etaient localisés dans I’Amérique du sud tels que le
Brésil qui importe 0,43 million de tonnes, dans I’Amérique du nord, Canada présente le avec 0,24
million de tonnes, et dans 1’Europe, la France était un pays importateur avec 0,28 million de tonnes.

6



Chapitre 1. Les pesticides

5. Classification

Le marché mondial offre actuellement une large gamme de pesticides, avec plus de 20 000
produits distincts et prés de 900 substances uniques. Ce qui aboutit & la variété des propriétés
physiques et chimiques de ces produits phytosanitaires, soulignant ainsi I'importance cruciale de leur

classification (Hocinat, 2018).

Les pesticides peuvent étre classés selon différentes criteres, tels que: I’organisme vivant ciblé,
leurs particularités chimiques, leurs usages, leurs risques toxicologiques, leur mode d’entrée, leur

mode d’action, les types de formulation, et leurs sources d’origine (Akashe et al., 2018).
5.1. Selon ’organisme ciblé (biologique)

Dans cette catégorie, les pesticides sont classés en fonction de I'organisme ciblé et sont attribués
des noms spécifiques qui reflétent leurs actions. Ces noms de catégorie dérivent du terme latin
"cide", signifiant "tueur", et sont utilisés apres le nom de l'organisme nuisible visé (Hassaan et El

Nemr, 2020). Les herbicides, les insecticides et les fongicides sont les plus connus.
51.1. Les herbicides

Les herbicides forment une catégorie diversifiée au sein des produits phytosanitaires,
représentant environ 48% de l'utilisation totale des pesticides dans le monde, utilisés principalement
pour lutter contre les mauvaises herbes, et inhiber leur croissance (Gupta, 2017; Neuweiler, 2009;
De Souza et al., 2016). lls peuvent étre appliqués avant ou apres la levée des plantes, et dans

certains cas, certaines molécules combinent ces deux modes d'utilisation (Thevenin, 2016).

Leur action peut se produire soit dans le sol, au niveau des racines, soit directement sur les
feuilles. Ces herbicides agissent sur divers sites au sein de la plante, agissant en tant que
perturbateurs de la croissance (perturbation de I'élongation, inhibition de la division cellulaire,
inhibiteurs de la synthese de la cellulose), perturbateurs de la photosynthese , ainsi que des
inhibiteurs de la synthése des acides aminés, des lipides, et des pigments (Batsch, 2011).

5.1.2. Les fongicides
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Les fongicides sont des agents chimiques utilisés pour empécher la prolifération des
champignons pathogénes et par conséquent permettent de lutter contre les maladies cryptogamiques
qui causent de graves dommages aux vegetaux cultivés (Cairns et Shermaj, 1996). Ils sont
catégorisés en deux groupes en fonction de leur mode d'action. Les fongicides systémiques, qui se
diffusent dans toutes les parties de la plante apres leur application, tandis que la deuxieme catégorie

de fongicides demeure localisée et ne se déplace pas au-dela de la zone traitée (Saidi Adimi, 2018).

Les fongicides affectent les champignons en altérant leurs membranes cellulaires, en
neutralisant des enzymes ou des protéines vitales, ou en perturbant des processus cruciaux tels que la
respiration ou la production d'énergie. Certains peuvent influer également sur des voies

métaboliques spécifiques, comme la synthése de chitine ou de stérols (Correia et al., 2016).
5.1.3. Les insecticides

Les insecticides sont des substances congues pour éeliminer les populations des insectes en
entravant 1'éclosion des ceufs, en altérant le développement normal des larves, ou en perturbant la
maturation sexuelle (Faurie et al., 2003; Araujo et al., 2023). L'emploi des insecticides en
agriculture a considérablement augmenté afin de stimuler la croissance de la production agricole et

garantir la protection des plantes (Barathi et al., 2024).

Ces composes, qui agissent en tant que neurotoxiques, influent sur le systeme nerveux, et leurs
structures chimiques variées leur permettent d'exercer leurs effets sur d'autres organes et systemes

corporels (Gupta et al., 2019).

5.2. Selon leurs particularités chimiques
La classification des pesticides en différentes familles, en raison de la diversité de leur structure
chimique, est une pratique courante. Cette classification offre des indications précieuses sur
I'efficacité, les propriétés physiques et chimiques de ces substances. Ces informations sont
importantes pour déterminer le mode d'application, les précautions nécessaires pendant lI'application,

ainsi que les taux d'application appropriés (Kaur et al., 2019).

5.2.1. Les pesticides inorganiques
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Sont des substances chimiques caractérisées par ’absence de carbone, peu utilisés dans
I'agriculture moderne. Leur utilisation remonte a une époque antérieure a I'avenement de la chimie
organique de synthése. De nombreux pesticides inorganiques renferment des métaux lourds
persistants et toxiques pour I'nomme et I'environnement. Parmi eux on peut mentionner le sulfure,
I’arséniate de plomb, les mélanges de cuivre et de chaux, le borax et les chlorates, et les composés

de mercure (Karuppuchamy et Venugopal, 2016; Anne-Antonella, 2015; Boland et al., 2004).

Actuellement, parmi cette catégorie, un seul herbicide est utilisé en tant que désherbant total,
qui est le chlorate de sodium. En outre, quelques fongicides, tels que la bouillie bordelaise, qui

contiennent du soufre et du cuivre, sont également employés (Fillatre, 2011).

5.2.2. Les pesticides organométalliques
Les pesticides organométalliques sont des pesticides dont leur molécule active est constituée
par complexe d’un métal, tels que le zinc et le manganése associé a un anion organique
dithiocarbamates. Des exemples de ces pesticides comprennent le mancozébe (en association avec le

zinc) et le manebe (en association avec le manganése) (Clavet et al., 2005).
5.2.3. Les pesticides organiques

Ces pesticides sont caractérisés par la présence de carbone dans leurs structures, et la plupart
d’entre eux sont dérivés chimiquement des produits pétroliers (Boland et al., 2004). Ils sont
nombreux tels que : les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les triazoles, les

pyréthrinoides de synthése, les pyrimidines et autres (Jawich, 2006).

5.2.3.1. Les organochlorés

Les organochlorés sont des substances constituées des atomes de carbone, d’hydrogene, et de
chlore. Ce sont les pesticides les plus utilisés et les plus anciens. Leur mode d’action est basé sur
I’altération du fonctionnement des canaux sodium, indispensables a la transmission de I’influx

nerveux.

En général, ces pesticides se caractérisent par leur stabilité, une faible solubilité dans l'eau et
une solubilité élevée dans les solvants organiques, ainsi que par leur persistance dans

I'environnement et leur accumulation dans le sol et les organismes, exemples de ces pesticides les
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furanes (dibenzo-p-furanes), les dioxines (dibenzo-p-dioxines), les biphényles polychlorés, le HCH
(hexachlorocyclohexanes), le toxaphene, le chlordane , le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et

la dieldrine (Figure 1) (Liliana, 2007; Ajiboye et al., 2020; Benbakhta et al., 2007; Poulier, 2014;
Delphin, 2006; Savadogo, 2001).

Figure 1. Structure chimique de quelques pesticides organochlorés (Rani et al., 2017).

5.2.3.2. Les organophosphoreés

Il s'agit de composés organiques du phosphore doteés de propriétés insecticides. Ces
composés, dérivés de l'acide orthophosphorique et de l'acide alkylphosphonique, présentent une
grande diversité structurale, comprenant des cycles aromatiques ou des chaines ramifiées, et des
compositions chimiques variables avec la présence d'atomes tels que le soufre (S), I'oxygene (O),

I'azote (N), le chlore (CI) et le brome (Br). Ces pesticides sont fréeqguemment employés dans la lutte
contre les mauvaises herbes et les parasites affectant les cultures.
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En fonction de leur structure chimique, ces pesticides sont classés en quatre catégories
distinctes (Figure 2): les phosphates, les phosphorothiolates, les phosphorothionates et les
phosphorodithioates. Comparativement aux organochlorés, ils sont moins persistants et moins
stables, ce qui les rend plus biodégradables (Di Corcia et Marchetti, 1991; Sirotkina et al., 2012;
Mulla et al., 2020; Himel et al., 1990; Ajiboye et al., 2022).

Figure 2. Structure de quelques pesticides organophosphorés (Rathnayake et Northrup, 2016).

5.2.3.3. Les carbamates

Ces pesticides sont dérivés de l'acide carbamique (Figure 3), principalement sous forme
d'esters. Ils se caractérisent par un large spectre d'activités biologiques et sont utilisés comme
insecticides, fongicides, nématicides, acaricides, molluscicides, ainsi que comme régulateurs de
croissance. lls agissent par l'inhibition de Il'activité de I'enzyme acétylcholinestérase (ACHE) (Yue et
al., 2020; Anderson et Chesney, 1980; Zaahkouk et al., 2000; Arora et Kumar, 2021).

11



Chapitre 1. Les pesticides

Tout comme les composés organophosphoreés, ils présentent une moindre persistance dans

I'environnement par rapport aux organochlores, et se décomposent facilement (Sun et al., 2022).

Figure 3. Structure de I’acide carbamique (Savadogo, 2001).

5.2.3.4. Les pyréthrinoides

Il s'agit de substances extraites des akenes des fleurs de pyrethre, qui présentent une action
insecticide a large spectre. Chimiguement, ils sont définis comme des esters de [l'acide
chrysanthémique monocarboxylique (Angelini et Couilloud, 1976; Tomlin, 1994; Jokanovic,

2001). Ils sont moins toxiques et biodégradables, avec un large spectre d’action (Zhu et al., 2020).

En fonction de la présence ou de I'absence d'un radical cyanure (-CN), les pyréthrinoides sont

classés en deux types (Figure 4):

e Type | : absence du radical cyanide : perméthrine, tétraméthrine, alléthrine.
e Type Il : présence du radical cyanide : cyperméthrine, esfenvalérate, deltaméthrine (Kadala,
2011).

Les pyréthrinoides agissent sur les canaux sodiques voltage-gated. lls peuvent réduire l'activité
enzymatique de l'acétylcholinestérase (EC 3.1.1.7) et altérer également l'activité du systéme du
cytochrome P450 dans les neurones du cerveau et dans le foie (Bradberry et al., 2005; Soderlund,
2012; Hedges et al., 2018).
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Figure 4. Structure des pyréthronoides (Kadala, 2011).

5.2.3.5. Les pyrimidines

Les pyrimidines représentent une classe de pesticides fongicides a action systémique,
destinés a combattre divers champignons. lls sont utilisés pour le traitement des semences, des
feuilles et dans les applications post-récolte des fruits. Leur structure chimique générale est
constituée d'un cycle aromatique azoté contenant deux atomes d'azote (Figure 5) (Aissaoui, 2013).
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Figure 5. Structure de trois pyrimidines (Aissaoui, 2013).

5.2.3.6. Les triazines

Ces herbicides appartiennent aux classes prédominantes de produits chimiques agricoles et se
distinguent par leur grande sélectivité. Leur mécanisme d'action repose sur le blocage du
photosysteme 1, qui inhibe la photosynthése. Sur le plan structurel, ces herbicides se caractérisent
par la présence d'un anneau aromatique contenant trois atomes d'azote (Figure 6) (Parker et al.,
2018; Poulier, 2014).

Les triazines se caractérisent par leur solubilité dans I'eau, une demi-vie prolongée et une
grande stabilité chimique (Suo et al., 2019). lls forment un groupe de composes caractérisés par une

structure d'anneau hétérocyclique substitué, composé d'un fragment C3H3N3 (Manousi et al., 2022).
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Figure 6. Structure chimique de quelques triazines courants (Manousi et al., 2022).

5.2.3.7. Les organosulfurés

Les organosulfurés constituent une classe de pesticides qui integre des molécules de soufre,
comprenant quelques exemples tels que le tétradifon, la propangite et I'ovex (Figure 7) (Savadogo,
2001).

Figure 7. Structure de pesticide Ovex (Savadogo, 2001).

15



Chapitre 1. Les pesticides

6. Devenir des pesticides dans I’environnement

Deés leur application, les pesticides sont soumis a différents processus qui entrainent leur
dispersion dans les trois compartiments de I'environnement : l'eau, l'air et le sol (Figure 8). Seule
une petite quantité, 0,1% parvient a atteindre l'organisme cible, et le reste contamine
I'environnement (Malla et al., 2019; Kumar et Dubey, 2020).

Le mouvement des pesticides dans I’environnement peut étre classé en 3 processus :

e La rétention des pesticides dans le sol;
e la dégradation (abiotique et biotique);

e e transfére (vers I’atmosphére, les eaux de surface, les eaux souterraines).

Figure 8. Devenir des pesticides dans I'environnement (Malla et al., 2021).

6.1. La rétention

Le processus de sorption, défini par le transfert des composés de pesticides de la phase soluble
(solution du sol) a la phase solide (constituants organiques et minéraux), est principalement
caractérise par l'adsorption, un phénomene irréversible. L'adsorption, soit chimique (impliquant des

interactions électrostatiques) ou physique (influencée par les forces de VVan der Waals), se produit en
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raison de lattraction électrique entre les particules. Dans ce contexte, les pesticides charges

positivement sont attirés par les particules de sol qui portent une charge négative.

L'adsorption des pesticides par les sols entraine une modification significative de leur
comportement environnemental (la lixiviation, la (bio) dégradation et la volatilisation des pesticides)
(Al rajab, 2007; Queyrel, 2014; Sharma et al., 2019; Alvarez-Martin et al., 2016a, b;
Ogungbemi et Van Gestel, 2018).

L'efficacité de ce processus est améliorée par la richesse du sol en matiere organique, et est
influencée par les propriétés physico-chimiques des pesticides et du sol (pH, la teneur en matiere
organique, la capacité d'échange cationique et la texture du sol), des adsorbants, ainsi que par des
facteurs environnementaux tels que la température (Azhar et Ahmad, 2019; Kaur et al., 2019;
Diop, 2014).

6.2. La dégradation

Le processus de dégradation des pesticides implique généralement la transformation de ces
produits toxiques en composeés non toxiques et inactifs, et dans certains cas, en leurs éléments
d'origine. Cette transformation peut se produire de maniére partielle, impliquant des modifications
simples telles que I'élimination d'un groupe fonctionnel, ou de maniere complete par le biais de la
minéralisation (Malla et al., 2021; Calvet et al., 2005).

La dégradation joue un rdle crucial dans le processus de dépollution, car elle contribue a la

réduction des résidus de pesticides dans le sol (Arias-Estévez, 2008). Cette dégradation se fait par :

e La lumiére du soleil (photo-décomposition);
e diverses réactions chimiques et physiques;

e les microorganismes.
6.2.1. La dégradation abiotique

La décomposition non enzymatique se définit comme I'ensemble des réactions chimiques
conduisant a la transformation des substances en l'absence de catalyseurs enzymatiques. Elle
englobe diverses réactions de transformation, parmi lesquelles les plus significatives sont la réaction
d'hydrolyse dans l'eau, et les réactions photochimiques dans le sol sous l'influence des rayons
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solaires (Guigon Moreau, 2006; Aissaoui, 2013). Cependant, il est important de noter que ce

processus demeure négligeable dans les sols par rapport a la biodégradation (Shin et Cheney, 2004).
6.2.1.1. L’hydrolyse

Cette réaction chimique est importante dans la dégradation de nombreux pesticides. Elle se
déroule dans la phase aqueuse du sol et sa vitesse de dégradation est influencée par plusieurs
facteurs, tels que la composition ionique du milieu, en particulier le pH et les cations métalliques en
solution, ainsi que par les adsorbants et la température (Meng et al., 2022; Aissaoui, 2013; Calvet
et al., 2005).

6.2.1.2. La photo-dégradation

La réaction photochimique est le résultat de I'action de la lumiére du soleil, dont les rayons
UV et X détruisent les liaisons chimiques entre les atomes des pesticides. Elle peut se produire que
dans l'air, & la surface du sol, dans I'eau ou sur la plante. Cette réaction photochimique comprend
plusieurs types de réactions, notamment des oxydations, des hydroxylations, des polymérisations et
des déchlorinations (Malla et al., 2021; Aissaoui, 2013).

6.2.2. La dégradation biotique

la biodégradation est une processus d’élimination des pesticides catalysée par sur les
enzymes présentes chez de nombreux microorganismes, les bactéries et les champignons, elle est

efficace, et économique (Ruomeng et al., 2023).

La biodégradation implique divers mécanismes, notamment le métabolisme direct, le co-

métabolisme, la conjugaison et la condensation (Schrack et al., 2009).
6.3. Le transfert des pesticides

Les pesticides se déplacent dans I'environnement par différentes voies telles que le lessivage, la

volatilisation, le ruissellement et la lixiviation (Perez-Lucas, et al., 2019).

6.3.1. Transfert vers ’atmosphére

6.3.1.1. Volatilisation
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La volatilisation se réfere a la vaporisation ou sublimation de 2% a 90% de la dose initiale de
pesticide, qu'il soit liquide ou solide, a partir de la surface des plantes et du sol. Cela est suivi d'un
mouvement de dispersion dans I'atmosphére, aprés quoi les pesticides peuvent retourner au sol et
dans les eaux de surface par le biais des précipitations (Mamy et al., 2021; Fauvelle, 2012; Kubiak
et al., 1994; Wolters et al., 2003).

Ce phénomene peut persister pendant plusieurs jours, voire plusieurs semaines apres le
traitement, et jusqu'a plusieurs mois dans le cas de pesticides particulierement persistants tels que les
organochlorés (Bedos et al., 2002). La volatilisation dépend des caractéristiques physico-chimiques

de la molécule ainsi que des conditions a la surface du sol (Yates, 2009).

6.3.2. Transfert vers les eaux de surface (ruissellement)

Ce phénomene est défini par le transport latéral de I'eau a la surface du sol ou sous les
premiéres couches du sol, permettant ainsi aux pesticides présents dans les premiers centimétres du
sol d'étre transférés soit sous forme dissoute soit particulaire (Lalancette, 2012; Queyrel, 2014). 1
est provoqué soit par la saturation du sol, entrainant une diminution de la capacité de rétention de
I'eau, soit par un taux de précipitation intense qui excede la capacité d'infiltration du sol. Ce type de
transfert dépend de plusieurs facteurs tels que l'intensité des précipitations, la pente du terrain, la
présence ou l'absence de couvert végétal, le type de sol, les propriétés des pesticides utilisés et les

quantités appliquées (Fauvelle, 2012; Aissaoui, 2013).
6.3.3. Transfert vers les eaux souterraines (lixiviation)

L'infiltration est un processus par lequel I'eau s'infiltre dans le sol, permettant ainsi le transfert
des produits phytosanitaires de la zone non saturée, comprenant le sol, jusqu'aux nappes souterraines
ou la zone saturée (Oyekunle et al., 2022; Aissaoui, 2013; Calvet et al., 2005).

Les modalités d'infiltration de I'eau sont influencées par les propriétés de la substance active et
du sol (Baran et al., 2021).

7. Impact des pesticides

L'utilisation généralisée des pesticides par les agriculteurs, visant a protéger les cultures et a

accroitre les rendements de production, a engendré des effets néfastes dans divers compartiments de
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I’environnement et sur la santé publique (Yadav et Devi, 2017). lls peuvent également affecter
d’autres organismes tels que les poissons, les oiseaux, les plantes non ciblées et les insectes utiles
(Elgueta et al., 2017; Mingo et al., 2017).

D'autre part, les pesticides liposolubles ont la capacité de pénétrer dans le corps des animaux et
persistent dans les chaines alimentaires, un processus connu sous le nom de "bioamplification™.
Cette persistance peut entrainer des effets néfastes a long terme sur la faune et peut également

affecter les humains qui consomment des organismes contaminés (Mahmood et al., 2016).
7.1. Impact sur I’environnement

L’impact négatif des pesticides sur 1’environnement varie en fonction des différents

facteurs (Margni et al., 2002):

e La persistance du pesticide dans I’environnement (durée de demi-vie);
e le temps d’exposition;

e ladose et la toxicite;

e lasensibilité relative des organismes ou de 1’écosystéme exposés;

e [’age de ’organisme exposé.
7.1.1. Impact sur le sol

Le sol est un écosystéme trés varié, le plus riche en biodiversité de la planete (Ram, 2019).
Les trois parametres, biologiques (activités microbiennes, respiration), chimiques (pH, salinité et
matiére organique) et physiques (texture du sol et capacité de rétention d'eau du sol) sont importants

pour maintenir la santé du sol (Baweja et al., 2020).

L'utilisation accrue de pesticides affecte la santé des sols (Dubey et al., 2019) conduisant a la
diminution des microbes bénéfiques et par conséquent la fertilité du sol (Malla et al., 2019; Dubey
et al., 2020; Kumar et Dubey, 2020).

Les pesticides affectent aussi un grand nombre des organismes terrestres vertébrés et
invertébrés, tels que les vers de terre et les insectes. L'exposition aux pesticides peut affecter la
chaine alimentaire (Caldas, 2019). La figure 9 montre un modele conceptuel genérique utilisé par
I'USEPA pour les pesticides.
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Figure 9. Principales voies d'exposition potentielle pour les organismes terrestres. Adapté d’US EPA

(Caldas, 2019).
7.1.2. Impact sur I’eau

Les pesticides atteignent les eaux de surface et les eaux souterraines par différentes voies,

telles que les déversements, les déchets industriels, le ruissellement de surface (Pico et al., 2020).

Les organismes aquatiques peuvent étre exposés aux pesticides de différentes maniéres, que ce
soit par voie cutanée, avec une absorption directe par la peau, soit par respiration avec une
absorption par les branchies pendant la respiration, ou bien par voie orale, en entrant par la
consommation d'eau contaminée (Shefali et al., 2021). Par conséquent, ces substances s‘accumulent
dans la chaine alimentaire, présentant ainsi un risque a long terme pour les mammiféres, les oiseaux,
les amphibiens et les poissons. Les pesticides peuvent également impacter les plantes aquatiques,
réduire la teneur en oxygene dissous dans l'eau et induire des modifications physiologiques et
comportementales au sein des populations de poissons (Mahmood et al., 2016; Helfrich et al.,
2009).
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7.1.3. Impact sur P’air

L'air peut se contaminer par les pesticides soit aprés leur application, soit par leur volatilisation a

partir du sol ou des plantes (Langenbach et al., 2017; Lee et al., 2002).

La contamination de l'air joue un role important dans la pollution des autres segments de
I’environnement affectant la flore, la faune et la santé humaine grace a leur capacité de dispersion
sur une longue distance apres volatilisation. Ces produits chimiques peuvent retourner dans le sol et
I’eau par précipitations (Liu et al., 2015; Yera et al., 2020; Benka-Coker et al., 2020; Doan et al.,
2021).

7.2. Impact sur les organismes non cibles

L'utilisation des pesticides entraine des effets néfastes sur un ensemble d'organismes non cibles.
Ces produits sont toxiques pour les insectes, oiseaux, aux plantes non cibles, et dans une moindre
mesure, pour les organismes aquatiques et les mammiferes (Kumar et al., 2013; Aktar et al.,
2009).

La dégré de toxicité de ces organismes dépend (Hocinat, 2018):

e La toxicité d’un pesticide, et la quantité appliquée ;

e le moment et la méthode de pulvérisation (par exemple, la pulvérisation fine a tendance a
étre emportée par le vent) ;

e leclimat;

e lastructure de la végétation ;

e |e type du sol.

7.3. Impact sur la santé humaine

Selon I'Organisation mondiale de la santé, chaque année, environ 3 000 000 de cas
d'empoisonnement aux pesticides et 220 000 déces sont signalés dans les pays en développement
(Mahmood et al., 2016).

Les pesticides peuvent entrer dans le corps humain par contact cutané, ingestion ou inhalation
(Merhi, 2008). Cependant, la plupart des individus sont exposés par le biais de la consommation

d'aliments contaminés par les pesticides (Mahmood et al., 2016).
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Les résidus de pesticides peuvent engendrer des problemes de santé tels que le cancer, des
troubles de la reproduction, des perturbations neurologiques, et des effets sur le systeme immunitaire
(Errami, 2012; Merhi, 2008). Certains pesticides sont également considérés comme des
perturbateurs endocriniens, ce qui signifie qu'ils interferent avec les hormones en stimulant leur
action. De plus, des études ont indiqué une fréquence plus élevée de cancer de la prostate et de
I'estomac chez les agriculteurs, soulignant ainsi les risques potentiels associés a I'exposition aux
pesticides (Bassil et al., 2007; Mnif et al., 2011).

Les conséquences possibles des pesticides sur la santé sont différentes selon plusieurs facteurs
(Nicolopoulou-Stamati et al., 2016):

e Le type de pesticide;
e laduree et la voie d'exposition;

e |'état de santé individuel (carences nutritionnelles et peau saine / abimée, par exemple).

8. La biodégradation des pesticides
8.1. Introduction

L'utilisation excessive des pesticides en agriculture a conduit a leur accumulation dans
I'environnement, soulignant ainsi I'importance de trouver une méthode d'élimination a la fois
efficace et économique pour protéger I'écosysteme. Trois approches ont été utilisées pour remédier a

ces polluants chimiques : les méthodes physiques, chimiques et biologiques.

Parmi les méthodes physico-chimiques utilisées pour éliminer les pesticides, on trouve la
photodégradation, I'oxydation a I'ozone, I'adsorption, les processus membranaires, la floculation et la
filtration (J6nsson et al., 2013).

La biorémédiation représente une méthode alternative basée sur la capacité des microorganismes
a utiliser les pesticides comme source de nutriments pendant leur croissance, produisant ainsi des
sous-produits moins toxiques tels que le CO2 et H20 (Marican et Duran-Lara, 2017; Huang et
al., 2018).
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8.2. Types de bioremédiation
8.2.1. Dégradation fongique

Diverses études ont démontré la capacité des champignons a dégrader les pesticides en des sous-
produits non toxiques. Gao et al. (2010) ont examiné I'application des champignons de la pourriture
blanche pour la dépollution de I'environnement, y compris I'élimination des polluants chimiques tels
que les pesticides. Chan-Cupul et al. (2014) ont confirmé la capacité des champignons

macrochampignons ligninolytiques & dégrader les produits agrochimiques organiques (PAO).

La biodégradation du pesticide fipronil par un champignon de la pourriture blanche a été
démontrée par Wolfand et al. (2016).

Mukhtar et al. (2015) et Kumar et al. (2008) ont découvert la capacité d'Aspergillus niger a
dégrader des concentrations élevées de I'insecticide endosulfan.

8.2.2. Dégradation enzymatique

De nombreux micro-organismes ont élaboré des enzymes capables de décomposer divers
pesticides, et ces enzymes se révelent souvent plus performantes que les micro-organismes qui les
produisent (Tang et al., 2017; Bose et al., 2021).

8.2.3. Dégradation bactérienne

La biodégradation des pesticides par les bactéries est une méthode de remédiation largement
utilisée, reposant sur la capacité intrinseque des bactéries a métaboliser les pesticides par la sécrétion

des enzymes appropriées.

Plusieurs genres de bactéries jouent un roéle important dans la dégradation des pesticides,
notamment Flavobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Burkholderia et Pseudomonas (Glazer et
Nikaido, 2007). Actuellement, la bactérie Bacterium raoultella sp a démontre sa capacité a degrader

les pesticides (Doolotkeldieva et al., 2018).
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Les actinobactéries, un groupe de bactéries Gram positives largement présentes dans le sol, sont
également reconnues pour leur capacité a dégrader une variété étendue de polluants, y compris les

pesticides (Benimeli et al., 2003).

8.3. Les étapes de la biodégradation d’un pesticide

La dégradation des pesticides par les bactéries implique 3 étapes essentielles:

e Adhésion ou adsorption

Le pesticide s’adhére a la surface des cellules microbiennes par des interactions spécifiques
dépendant la structure chimique de pesticide et de la membrane cellulaire, induisant ainsi I'action des
enzymes spécifiques.

e Pénétration

Le pesticide pénétre la membrane cellulaire du microorganisme, cette pénétration dépend la

structure du pesticide, notamment de ses parameétres lipophiles et de son encombrement stérique.
e Dégradation

Les enzymes produites par les bactéries attaquent les liaisons chimiques spécifiques dans les

molécules de pesticide, les dégradant ainsi en sous-produits.

8.4. Meécanismes de la biodégradation

8.4.1. La minéralisation

C’est un processus de dégradation complet au cours duquel le pesticide est transformé en des
composés inorganiques simples et inoffensifs, tels que le dioxyde de carbone (CO2), I'eau (H20),

des sels minéraux et d'autres composés chimiques naturellement présents dans I'environnement.

8.4.2. Le Co-métabolisme

Dans ce processus, la dégradation d’un pesticide dépend la présence d’un autre composé

organique différent comme source de carbone ou d'énergie ce qui conduit a la dégradation du
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pesticide de maniére accidentelle ou accessoire en raison de l'activité des enzymes impliquées dans

le metabolisme d'autres substrats (Fuxing et al., 2004).

Il existe également d’autres mécanismes de biodégradation des pesticides: oxydation,
réduction, hydrolyse, déshydrogénation, déshalogénation, décarboxylation, réarrangements,

conjugaisons, isomerisation (Hugo et al., 2016)

8.5. Les facteurs influencant la biodégradation des pesticides

8.5.1. La structure de pesticide

La biodégradation est influencée par la structure chimique spécifique du pesticide. Certains
pesticides présentent une plus grande facilité de dégradation que d'autres en raison de leur

composition chimique qui détermine leur persistance dans I’environnement (Aislabie et Lloyd-

Jones, 1995; Bose et al., 2021).

8.5.2. La composition microbienne

La présence et I'abondance de microorganismes capables de dégrader les pesticides dans le sol,
I'eau ou d'autres environnements ont un impact direct sur le processus de dégradation. Une

communauté microbienne diversifiée et active augmentent le taux de dégradation d’un pesticide

(Aislabie et Lloyd-Jones, 1995).

8.5.3. Les conditions de I’environnement

Les conditions de 1’environnement doivent étre a leur optimum pour une meilleure dégradation
des pesticides (Jin et al., 2018).

8.5.4. Disponibilité de nutriments
La croissance des microorganismes dépend la disponibilité des nutriments tels que le carbone,

I'azote, le phosphore et les oligo-éléments qui jouent un role important dans le maintien de la

population microbienne (Huang et al., 2018).
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8.5.5. Température et humidité

La température et I'humidité exercent une influence significative sur la biodégradation, en
modulant Il'activité metabolique des microorganismes ainsi que leur capacité de reproduction.
Chaque microorganisme possede ses conditions optimales, et toute variation de ces parameétres peut
entrainer une accélération ou un ralentissement du processus de dégradation des pesticides (Arbeli
et Fuentes, 2010).

8.5.6. pH du milieu

Le pH affecte la stabilité et I'activité des enzymes impliquées dans la dégradation des pesticides

par les microorganismes (Xie et al., 2010).

8.5.7. L’oxygeéne

La présence ou l'absence d'oxygéne exerce une influence déterminante sur les
microorganismes, jouant ainsi un role crucial dans le processus de biodégradation des pesticides. La
disponibilité de I'oxygeéne peut significativement affecter le taux et I'efficacité de ce processus (Sims

et Kanissery, 2019).
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Les actinomycetes
1. Déefinition et généralités

Le terme «actinomycéte » derive des mots grecs « Aktis », signifiant rayon, et « mykes »,
signifiant champignon (Segaran et al.,, 2017). Les actinomycétes appartiennent a 1’ordre
Actinomycetales (Bhatti et al., 2017), et sont des bactéries a Gram positif, aérobies, caractérisées
par une teneur en GC relativement élevée dans leurs génomes. Cette teneur varie de 51% dans
certaines corynébactéries a plus de 70% chez Streptomyces et Frankia, a I’exception du génome du
pathogene obligatoire Tropheryma whipplei, qui présente moins de 50% de GC (Uesugi et al., 2023;
Tuncer et Bizsel, 2017; Ventura et al., 2007; Law et al., 2020).

La plupart des actinomycetes vivent librement, sont saprophytes et largement répandus dans les
habitats aquatiques et terrestres. Ils constituent le groupe dominant dans la population du sol aux
cbtés des bactéries et des champignons, préférant les sols secs aux sols humides, elles disposent d'un
large éventail d'habitats. Ils ont la capacité de vivre dans les sites extrémes, tels que les sources
chaudes, les déserts, les lacs salés, les grottes et les grands fonds marins, Cette diversité écologique
grace a leur potentiel métabolique (Adegboye et Babalola, 2012; VVaralakshmi et al., 2010; Law et
al., 2018; Rangseekaew et Pathom-Aree, 2019; Bergeijk et al., 2020).

Les actinobacteries peuvent étre scinder en deux genres, Le genre leplus répandu qui est
streptomyce et les actinomycetes rares (Hu et al., 2020). Les streptomyces présentent le genre le
plus répandu, revétant une importance économique notable gréace a la richesse de leur métabolisme
secondaire, tels que la production des antibiotiques, des antifongiques, des
antitumoraux/anticancéreux, des antioxydants, antiviraux et anti-inflammatoires. Récemment la
recherche a affirmé qu’antiparasite (ivermectine) produit par Streptomyces avermitilis utilisé pour
traiter la filariose lymphatique, présente un puissant effet inhibiteur sur la croissance du virus
responsable du redoutable coronavirus 2019 (COVID-19) (SARS-CoV-2) (Law et al., 2017;
Anandan et al., 2016 ;Sacramento et al., 2004; Ser et al., 2018; Tan et al., 2019; Hui et al.,
2021; Caly et al., 2020).

Le groupe des actinomycetes rares, sont difficiles a isoler tels que Microbacterium (Amin et al.,
2020; Azman et al., 2016).

Les colonies d’actinomycetes adoptent une forme circulaire, caractérisée par des filaments qui
croissent de maniére centrifuge tout autour du germe initial (Eunice et Prosser, 1983). Leur
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morphologie sur un milieu de culture est compacte, avec une surface séche, souvent recouverte de

myceélium aérien (Anandan et al., 2016).

En regle générale, les actinomycetes se caractérisent par la présence ou I’absence de mycélium
aerien ou de mycélium de substrat (Figure 10), la présence de filaments ramifiés et d’organes de

sporulation de différentes structure et aspect (Barka et al., 2016; Becker et al., 1965).

Les actinomycetes présentent une apparence filamenteuse ressemblent a celle des champignons
(Das et al., 2008). Cependant, bien que leur morphologie puisse rappeler celle des champignons, les
actinomycetes sont actuellement classés parmi les bactéries (procaryotes) en raison de leur structure
dépourvue de noyau. Le diamétre de leurs hyphes se situe dans 1’ordre de grandeur des bactéries,
environ 1. Ils présentent diverses caractéristiques distinctives, telles que la formation de flagelles,
la stricte anaérobiose dans certains genres tels que Actinomyces et Micromonospora, la
chimioautotrophie dans certaines formes, la sensibilité aux phages, la sensibilité aux antibiotiques
antibactériens, I’absence de stérols, la synthése de la lysine par la voie de 1’acide diaminopimélique,
la présence de mucopeptides dans les parois cellulaires, I’absence de chitine ou de cellulose, et des

relations immunitaires (Lechevalier et Lechevalier, 1967).

La reproduction de ces microorganismes s’effectue par fission binaire ou par sporulation, qui se

réalise par fragmentation, segmentation, ou par la formation de conidies (Anandan et al., 2016).
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Figure 10. Morphologie des isolats actinobactériens sur milieu Bennett (A, B) : Mycélium aérien avec
les spores. (C, D): Verso de la boite montre le mycélium du substrat.

2. Morphologie
Les morphologies des actinobactéries varient, allant du coccoide, comme chez Micrococcus,
batonnet comme les Mycobacterium, au batonnet-coccoide, comme chez Arthrobacter, jusqu’a des
formes hyphales fragmenteées, telles que celles observées chez Nocardia sp. Certaines présentent
également un mycélium ramifié permanent et hautement différencié, comme c’est le cas chez

Streptomyces sp (Barka et al., 2016; Selvakumar et al., 2014).
Les mycéliums persistants peuvent étre catégorisés en mycélium de substrat et mycélium aérien:
e Le mycélium de substrat

S’appelle aussi le mycélium végétatif ou le mycélium primaire, il se développe par un
allongement apical des hyphes multinucléaires. Il se propage dans le milieu ou a la surface du milieu
de culture afin d’absorber les éléments nutritifs nécessaires a la croissance. Il forme généralement

des ramifications monopodiales, et des ramifications dichotomiques, dans des rares cas.

Microscopiquement, les mycéliums du substrat sont minces, transparents, d’une teinte
sombre, plus ramifiés que les mycéliums aériens, et peuvent présenter différentes couleurs tels que
le vert, le blanc, le brun, le rouge, le noir, le jaune, l'orange. L’épaisseur d’un seul hyphe est environ
0,4 a 1,2um. Certains hyphes peuvent produire des pigments hydrosolubles ou liposolubles (Conn et
Conn, 1941; Liet al., 2016b).

e Le mycélium aérien

Se développe a partir du mycélium de substrat lorsque la colonie devient plus agée et que les
conditions deviennent défavorables, comme 1’épuisement des nutriments et [’accumulation
d’inhibiteurs dans le milieu de culture. Des branches spécialisées émergent de la surface des
colonies et s’étendent dans I’air, donnant finalement naissance a des spores de reproduction.
Généralement plus épais et moins ramifié que le mycélium de substrat (Li, 2016; Miguélez et al.,
2000; Anandan et al., 2016).
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Les actinomycétes croissent sur un milieu solide de différentes maniéres, notamment par la
formation de mycélium de substrat et de mycélium aérien (Figure 11), qui représente le cas le plus
courant chez ces microorganismes. Cependant, il existe d’autres modalités de croissance, telles que
la formation d’un mycélium de substrat coénocytique. Dans des cas rares, on observe la formation
d’un mycélium aérien dont les hyphes sont attachés au milieu par des crampons. Ce dernier cas est

notamment rencontré chez le genre Sporichthya (Djaballah, 2010).

Figure 11. Les types des mycéliums (Prescott et al., 2003).

En milieu solide, les actinomycetes présentent trois types de colonies distincts :

e Le premier type se manifeste par des colonies pateuses, facilement détachables du milieu
solide et rarement recouvertes de mycélium aérien;

e le second type englobe des colonies dépourvues de mycélium de substrat, formées par des
hyphes aériens attachés au milieu par des crampons;

e le dernier type se caractérise par des colonies compactes généralement recouvertes d”hyphes
aeriens et solidement attachees au milieu (Kalakoutskii et Agre, 1976).

En milieu liquide, la formation d’hyphes aériens chez les actinomycetes est influencée par

I’agitation. En présence d’agitation, il n’y a pas de formation de mycélium aérien ni de spores. Dans

le cas spécifique des Streptomyces, ils initient d’abord la formation de filaments libres, qui ensuite se
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ramifient et s’agrégent pour finalement former des agrégats appelés pellets (Figure 12) (Hocinat,
2018).

En I’absence d’agitation, aprés la germination des spores, les hyphes formés ont tendance a

s’élever en surface afin de croitre en contact direct avec I’air (Keulen et al., 2003).

Figure 12. Morphologies rencontrées au cours de cultures en milieux liquides (Paul et
Thomas, 1998).

Certaines actinobactéries ont la capacité de former des structures complexes, telles que des
spores (Figure 13), des chaines de spores, des sporanges et des sporangiospores (Li, 2016). La
capacité de sporulation est présente chez la plupart des actinomycetes, qui peuvent former des spores
de maniere exogéne ou endogéne (Filippova et al., 2005).

e Lesspores exogenes :

Ce sont des spores qui se forment sur le mycélium aérien, adoptant diverses formes. Elles se
développent par septation des extrémites des filaments, généralement en réponse a une privation en
éléments nutritifs (Figure 14). La plupart de ces spores ne présentent pas de résistance a la chaleur
(Prescot et al., 2007). Ces spores contiennent des quantités suffisantes de potassium, de calcium et
de manganese dans le mycélium de substrat (Kitouni, 2007).
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Figure 13. Ornementation des spores du genre Streptomyces prise au MEB et représentée schématiquement
(d'aprés Wink Compendium 2016 ou modifié d'aprés Miyadoh et Gakkei 1997). 1-lisse, 2-épineux, 3- poilu, 4-
verrugueux, 5-ondulé, 6-verruqueux (Wink et al., 2017).
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Figure 14. Différents types de chaines des exospores chez les actinomyceétes (Breton et al., 1989).

e Lesspores endogenes

Ce type de spores est caractéristique des actinomycétes thermophiles, tels que le genre
Thermoactinomyces. Il se forme par une réorganisation du cytoplasme avec la création d’une
nouvelle paroi dans 1’hyphe (Figure 15). Du point de vue morphologique et chimique, ces spores

sont similaires a celles des Bacillaceae, se distinguant par une paroi externe épaisse et résistante.

Elles renferment de 1’acide dipicolinique, un composé unique exclusivement présent chez les
cellules non végétatives, associé a des concentrations élevees de calcium et de magnésium. Cette

composition confére aux spores une résistance a la chaleur (Kitouni, 2007; Getha et al., 2005).

Les spores d’actinomycétes se caractérisent par une grande variété d’arrangements: elles peuvent
étre produites de maniére isolée, en paires longitudinales, en courtes chainettes ou en longues
chainettes. Les chainettes de spores peuvent étre soit ramifiées, soit non ramifiées, et elles peuvent
adopter des formes droites, flexibles ou en spirales. Ces chainettes peuvent également se disposer de
maniere rayonnante autour des hyphes sporophores. Par ailleurs, la surface des spores présente une

diversité significative, pouvant étre lisse, ridée ou avoir un aspect velu (Errakhi, 2008).
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La plupart des actinomycétes sont immobiles. Cependant, certains genres ont la capacité de
sporuler en formant des sporanges. Ces sporanges sont des compartiments qui se developpent a
I’extrémité d’un hyphe spécial appelé sporangiophore. Ils renferment généralement de quelques a
plusieurs milliers de spores, formant des chaines enroulées ou paralleles (Belyagoubi, 2013;
Kalakoutskii et Agre, 1976; Errakhi, 2008).

Figure 15. Différents types de chaines des endospores chez les actinomycétes (Breton
etal., 1989).

La taille des sporanges varient entre 2 a 50um de diametre, et ils sont présente sous
différentes formes tels que la forme cylindrique, tubulaire, lobé (Li, 2016).

Les sporanges peuvent contenir des spores mobiles, dotées de flagelles et appelées
zoospores, permettant leur dispersion dans des habitats aquatiques, comme c’est le cas chez
Actinoplanes. D’autres sporanges peuvent contenir des spores immobiles, comme observé chez le

genre Streptosporangium (Kalakoutskii et Agre, 1976) (Figure 16).
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Figure 16. Différents sporanges d’actinomycétes (Belyagoubi, 2013).

Ainsi, il existe plusieurs formes d’organisation des spores chez les actinomycétes, comme décrit

par Belyagoubi. (2013) :

Les sclérotes: 1l s’agit d’une structure présente chez Chainia, résultant du cloisonnement
d’une masse d’hyphes dont les vacuoles sont chargées de triglycérides et d’acides gras
ramifiés.

Les Synnemata ou corémies: Cette forme caractérise le genre Actinosynnema. Il s’agit
d’associations compactes d’hyphes dressés, parfois fusionnés, portant des conidies apicales
ou latérales.

Les conidies: 11 s’agit de spores asexuées qui peuvent étre organisées en une seule conidie
(comme chez Micromonospora) ou en paire de conidies (comme chez Microbispora). On
observe également des courtes chaines (inférieures ou égales a 20 spores par chaine) chez
Actinomadura, des longues chaines (plus de 20 spores par chaine) chez Streptomyces, ainsi
que des conidies regroupées dans des synnemata, ce qui les rend mobiles et susceptibles

d’étre libérées.

3. Le cycle de développement

Le cycle de développement de la plupart des actinomycetes débute par la germination des spores

sur un milieu solide, donnant naissance a un mycélium primitif végétatif, également appelé

mycélium du substrat. A partir de ce mycélium de substrat, un mycélium secondaire aérien se

développe. La formation de ce mycélium secondaire aérien résulte d’une autolyse du mycélium de

substrat, et sa genése dépend de facteurs tels que la composition du milieu, les conditions de culture

et les parametres d’incubation (Figure 17) (Messaoudi, 2013).
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Figure 17. Cycle de développement des actinomycetes (Barka et al., 2016).

4. Physiologie des actinomyceétes
La croissance des actinomycétes est influencée par différentes conditions environnementales

tels que le pH, la température, et le niveau d’oxygéne.

41. LepH

La plupart des actinobactéries se développent dans un pH neutre généralement entre 5,0 et

9,0 avec optimum de pH situé entre 6.5 et 8.0 (Mohammadipanah et Dehhaghi, 2017).

Néanmoins, il existe des actinobactéries capables de vivre dans des conditions alcalinophiles
ou acidophiles. Les bactéries acidophiles ont pu croitre dans le pH acide variant de 1,8 a 4
comprenant des genres tels que Acidimicrobium, Streptomyces (Rosenberg et al., 2014), il est a
noter que certaines souches de Streptomyces ont été isolées de sols acides, avec un pH aussi bas que
3,5 (Barka et al., 2016).

Les actinobacteries alcalinophiles comme les genres Arthrobacter, Corynebacterium et
Streptomyces, elles ont une préférence pour des conditions alcalines, avec un pH oscillant entre 6 et

11, et un optimum situé entre 10 et 11 (Shivlata et Satyanarayana 2015; Rosenberg et al., 2014).

4.2. Latemperature
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Comme d’autres microorganismes du sol, les actinobactéries sont principalement mésophiles,

montrant une croissance optimale a des températures situées entre 25 et 30°C.

Cependant, il est important de noter que certaines actinobactéries thermophiles ont la
capacité de se développer a des températures plus elevées, généralement comprises entre 50 et 60°C
(Amoroso et al., 2013; Barka et al., 2016), et des actinobacteries psychrophiles se développent
entre 0 et 20°C. Les psychrotolérants se développent de maniére optimale entre 7 et 15°C tels que
les genres Arthrobacter, Brachybacterium, Cryobacterium, Frigoribacterium (Mohammadipanah
et Dehhaghi, 2017).

4.3. L’oxygeéne
Les actinomycetes se séparent en deux groupes physiologiques distincts: les formes
fermentatives anaérobies, qui sont des habitants des cavités naturelles de I’homme et des animaux
supérieurs, avec le genre le plus représentatif étant Actinomyces. D’un autre c6té, on trouve les
formes oxydatives aérobies qui sont largement distribuées dans le sol, telles que les Streptomyces
(Messaoudi, 2013).

4.4. Tolérance en NaCl
Les micro-organismes halophiles et halotolérants se retrouvent dans des environnements salins et
hyper-salins, présents dans une grande variété d’écosystémes aquatiques et terrestres. Selon la
concentration de NaCl, les actinomycétes halophiles sont classés en différents types (Nanjani et
Soni, 2012 ; Anandan et al., 2016) :

e Les halophiles extrémes: ils prosperent davantage dans des milieux contenant de 2,54 5,2 M
de sel.

e Les halophiles extrémes extrémes: leur croissance optimale se situe dans des milieux
contenant de 1,5 a 4,0 M de sel.

e Les halophiles modérés: ils se développent préférentiellement dans des milieux contenant de
0,5a2,5M de sel.

e Les halotolérants: ne présentent pas un besoin absolu de sel pour leur croissance, mais ils
peuvent bien se développer a des concentrations de sel souvent tres élevées, tolérant au
moins 100 g/l de sel (équivalent a 1,7 M de NaCl).
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4.5. L’activité de ’eau (Aw)
Les actinomycétes généralement tolérent bien les conditions seéches, d’ou I’activité¢ d’eau
optimale pour leur développement et germination est égale a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005;
Williams et al., 1972).

5. L’écologie des actinomycétes

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires largement répandus dans les
¢cosystémes naturels, en particulier dans les sols. Cette omniprésence dans I’environnement naturel
peut étre attribuée a deux facteurs principaux : la richesse et la diversité métabolique par production
de produits naturels bioactifs, et 1’évolution de mécanismes spécifiques de dispersion (Abdul

Hamid et al., 2015; Bergeijk et al., 2020; Mccarthy et Williams, 1990).

Les actinomycetes sont abondants dans les sols, en particulier ceux dont le pH est élevé, et
constituent une partie dominante de la population microbienne dans la plupart des sols (Lauber et
al., 2009; Mayfield et al., 1971). On les trouve également dans des environnements estuariens et
marins, ainsi que dans les sédiments d’eaux profondes (Walker et Colwell, 1975; Colquhoun et
al., 1998). Ils sont présents dans des sols salés et alcalins, ainsi qu’au niveau des plantes
(Stackebrandt et Schumann, 2006). Les actinomycetes sont également présents dans les sols
fortement contaminés par les métaux lourds, les sols polaires gelés, les lacs extrémement alcalins et

les lacs salés (Kitouni, 2007).

Une étude comparative a révélé que la population d’actinomycetes était la plus importante dans
la couche superficielle du sol, et leur nombre diminuait progressivement avec 1’augmentation de la
profondeur (Kumar et al., 2013). Ces microorganismes sécretent des substances spécifiques telles
que la géosmine et le 2-méthylisobornéol (MIB), contribuant & une odeur caractéristique du sol
(Zaitlin et Watson, 2006). Le genre Streptomyces domine largement dans le sol, représentant plus
de 95% des souches d’Actinomycetales isolées du sol (Barka et al., 2016).

Les actinomycétes capables de vivre en associations symbiotiques avec différentes micro-
organismes tels que les tuniciers, les éponges marines, les termites et les fourmis (Lee et al., 2001;
Poulsen et al., 2005; Kurtboke et al., 2015).

6. Taxonomie
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La taxonomie est la science qui étudie la diversité des microorganismes et les regroupe en entités
appelées taxons. Elle englobe trois domaines principaux: la classification, 1’identification et la
nomenclature. La taxonomie des actinomycetes a considérablement évolué ces derniéres années.
Elle est basée sur I’analyse d’ARN16S (Mohammadipanah et Dehhaghi, 2017).

Les actinobactéries sont classées dans le domaine des Bacteria ou Eubacteria, le phylum des
Actinobacteria, la classe des Actinobacteria, et la sous-classe des Actinobacteridae (Euzeby, 2015).
Dans la version 2004 du Manuel de la Systématique Bactériologique de Bergey, 1’ordre des
Actinomycetales, créé par Buchanan en 1917, comprenait 9 sous-ordres, 38 familles et 121 genres.
Selon le manuel de Bergey en 2007, les actinomycetes sont classes dans le phylum Actinobacteria,
qui comprend une seule classe, Actinobacteria, avec 5 sous-classes, 6 ordres (dont 9 appartiennent a
I’ordre des Actinomycetales), 41 familles, 193 genres et pres de 1711 especes. Les actinobactéries
comprennent également 16 ordres et 43 familles (Bouizgarne et Ben Aouamar, 2014).

7. Le métabolisme des actinomycetes

Les actinomycetes se caractérisent par une croissance plus lente que la plupart des bactéries et
des champignons (Otitow et Glathe, 1968). En général, ce sont des bactéries chimio-organotrophes
qui utilisent une grande variété de sources de carbone et d’énergie, y compris les biopolymeres
complexes tels que la chitine, la cellulose et la lignine. Cependant, plusieurs especes sont également
chimio-autotrophes en utilisant 1’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz
carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).

Le métabolisme des actinomyceétes est divisé en deux catégories : le métabolisme primaire et le
métabolisme secondaire. Le métabolisme primaire regroupe les réactions cataboliques et
anaboliques qui permettent la formation de biomasse. Le pouvoir réducteur et 1’énergie produits par
ces réactions sont utilisés pour former et assembler les monomeres (par exemple, les acides aminés)
en macromolécules (par exemple, les protéines).

Le métabolisme secondaire regroupe les voies de synthése des composés qui n’ont pas de
fonction apparente dans le métabolisme cellulaire, mais qui servent différentes fonctions de survie
dans la nature. Ces composés sont produits par quelques espéces d’un genre et par quelques souches
d’une espéce. Le genre Streptomyces représente 75% du métabolisme secondaire de tous les
actinomycetes (Strub, 2008).
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Les actinomycetes sont connus par leur richesse en métabolisme secondaire, produisant des

composés bioactifs tels que les antibiotiques, les antifongiques, les antiprotozoaires, les antiviraux,

les anticholestérol, les antihelminthes, les anticancéreux, les immunosuppresseurs, les enzymes et les
vitamines (Basilio et al., 2003; Chaudhary et al., 2013; Bhatti et al., 2017).

8. Le rdle des actinomycétes dans le sol

Les actinomycétes jouent un role crucial dans I'écologie du sol, contribuant a divers processus et

cycles biogéochimiques. Voici quelques-uns des réles écologiques importants des actinomycétes

dans le sol:

Décomposition de la matiére organique : Les actinomycetes sont reconnus comme I'un des
microorganismes du sol dotés de la capacité de dégrader la matiere organique grace a leurs
enzymes hydrolytiques. Certains actinomycetes, tels que les espéces de Streptomyces, ont la
capacité de décomposer des substances organiques difficiles a dégrader par d'autres
microorganismes. lls jouent un rdle clé dans la décomposition de la matiére organique, y
compris des polyméres tels que la lignocellulose, I'amidon et la chitine (Mohan et
Vijayakumar, 2007).

Fixation de I'azote : Certains actinomycetes, notamment le genre Frankia, sont capables de
fixer l'azote atmosphérique dans des conditions environnementales difficiles. La relation
symbiotique des diverses especes d'actinobactéries de la famille Frankia et leurs plantes
hotes peuvent fixer environ 15% de I'azote Cette capacité favorise la croissance des plantes
actinorhiziennes, qui forment des associations symbiotiques avec les actinomycetes (Bhatti
etal., 2017).

Participation aux cycles biogéochimiques: Les actinomycetes participent activement aux
cycles biogéochimiques des éléments, tels que les cycles du phosphore, du carbone, de
l'azote et du soufre. Leur activité métabolique contribue a la transformation et a la
disponibilité des éléments dans le sol (Chapman et al., 2017).

Production de metabolites bioactifs: Les actinomycetes sont riches en métabolites
secondaires, dont de nombreux composeés bioactifs tels que les antibiotiques, les vitamines et
les enzymes. Cette capacité de synthése de métabolites contribue a leur importance en tant

que source de substances bénéfiques pour la santé humaine et animale.
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e Bioremédiation: Les actinomycetes sont impliqués dans des processus de bioremédiation,
contribuant a la dégradation de substances toxiques présentes dans le sol. Leur capacité a
dégrader des polluants et a participer a des processus de détoxification est utilisée dans des
applications de remédiation environnementale.

Les actinomycétes possédent une capacité métabolique qui les classe parmi les meilleurs
microorganismes dégradants. 1ls comprennent un grand groupe de bactéries du sol qui jouent un réle
important dans le recyclage du carbone dans les macromolécules polymeres, le genre Streptomyces
c’est le genre type dans ce recyclage (Singh et al., 2014). L’utilisation intensive de produits

pétroliers entraine une grave contamination de 1’environnement (Shekhar et al., 2014).

Baniasadi et al. (2009) ont pu isoler des souches des actinomycetes a partir de puits de pétrole
et de sols : Streptomyces rochei, Streptomyces plicatus, Streptomyces diastaticus, Nocardia, Frankia
et Rhodococcus fascians. Certains rapports ont indiqué que Streptomyces flora pourrait jouer un réle

tres important dans la dégradation des hydrocarbures.

Les actinomycetes ont montré aussi leur capacité d’éliminer les composés de xénobiotiques

comme les pesticides (Alvarez et al., 2017).
8.1. La biodégradation des pesticides par des actinomycetes

D'importantes quantités de pesticides sont utilisées en agriculture pour la protection des
cultures et l'augmentation de la productivité (Sharma et al., 2016). L'utilisation continue de ces
produits chimiques entraine leur accumulation et leur persistance dans I'environnement (Ortiz-
Hernandez et al., 2013). La méthode la plus efficace pour les éliminer de I'environnement consiste
a les dégrader par l'action de microorganismes tels que les bactéries, les champignons et les

actinomycétes (Diez, 2010).

Les actinomycétes représentent le groupe de bactéries le plus efficace dans la dégradation
d'une large gamme de molécules complexes, y compris les pesticides, grace a leur production des
enzymes extracellulaires. Ces actinomycétes degradateurs de pesticides ne sont pas spécifiques a un
genre ou a une famille particuliere, englobant des genres tels que Arthrobacter, Brevibacterium,
Clavibacter, Corynebacterium, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia, Nocardioides,

Rhodococcus et Streptomyces (De Schrijver et De Mot, 1999).
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Des études menées par Castillo et al. (2006) ont demontré la capacité de souches de
Streptomycetes isolées du sol a dégrader I'herbicide diuron. Benimeli et al. (2003) ont également
réalisé des études sur des souches de genre Streptomycétes, isolées de sédiments d'eaux usees, les
testant contre 11 pesticides organochlorés (OPs) tels que I'aldrin, le chlordane, le DDD, le DDE, le
DDT, le dieldrin, I'neptachlore, les époxides d'heptachlore, le lindane et le méthoxychlore. D'autres
recherches indiquent que les actinomycetes, en particulier du genre Streptomyces, peuvent oxyder,
déchlorationner et déalkyler des composés tels que le DDT et des herbicides tels que le metolachlor
ou l'atrazine (Benimeli et al., 2007).

Des souches d'Arthrobacter sp isolées des sols agricoles en Argentine ont démontré une
capacité a dégrader I'herbicide atrazine (Fernandez et al., 2013). Ce genre d'actinomycetes a
également été signalé comme dégradeur du glyphosate, formant un intermédiaire appelé
aminométhylphosphonate, la souche dégradante étant Arthrobacter atrocyaneus (Pipket et
Amrheint, 1988).

Les actinomycétes du genre Nocardia peuvent dégrader les métabolites de I'atrazine issus de sa
dégradation par la méme souche (Giardia et al., 1985). En outre, des études menées par Osman.

(2006) ont révélé que I'azoxystrobine, un fongicide, stimule la croissance de Nocardia.
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Les pesticides les plus utilisés dans les wilayas d’El-Oued et Ouargla

1. Les pesticides en Algérie

Les enquétes aupres des agriculteurs ont permis de donner un apercu sur les pesticides
utilisés en Algérie, dont parmi 400 produits phytosanitaires homologués environ 40 sont largement
utilises par les agriculteurs. Cette diversité de produits refléte I'ampleur de I'utilisation des pesticides
dans I’ Algérie (Bouziani, 2007).

2. Les pesticides les plus utilisés dans la wilaya de Ouargla
2.1. Herbicide : Fortin
2.1.1. Caractéristiques générales

Le Fortin est un herbicide qui contient du glyphosate comme matiére active, également connu
sous le nom de N-Phosphonométhyl glycine. Il appartient a la famille chimique des
organophosphorés. En raison de sa capacité a lutter efficacement contre les mauvaises herbes, le
glyphosate est largement reconnu comme I'herbicide le plus utilisé dans le monde (Zhan et al.,
2018).

Le glyphosate se caractérise par sa capacité a inhiber I'enzyme 5-énolpyruvyl-shikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS) présente dans les plantes et plusieurs micro-organismes. Cette
inhibition entraine un blocage de la synthése des acides aminés aromatiques, notamment la
phénylalanine, le tryptophane et la tyrosine (Cerdeira et Duke, 2006). Le glyphosate est plus
fréqguemment rencontré sous forme de sel d'isopropylamine (IPA) (poids moléculaire 228) et moins
fréquemment, sous forme de sel de trimésium (poids moléculaire 245). Il est polaire, soluble dans
I'eau, mais insoluble dans les solvants organiques (Tableau 2). Sa formule chimique est C3H8NO5P
Y(Figure 18).

“2https://www.bing.com/search?q=formule+chimique+de+glyphosate+&FORM=HDRSC1, Consulté le 20 juillet
2023.
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Figure 18. La formule chimigue de glyphosate

Tableau 2. Les caractéristiques physico-chimiques de ’herbicide glyphosate.?

Glyphosate
Masse molaire 169,1g/moL
Etat physique solide
Point de fusion 189,5°C. Décomposition vers 200 - 230°C
Densité 1,705
Coefficient de partage n-octanol / eau (log -3,40; -2,8; -1,0 (selon les sources)
Pow)

2.1.2. Effet de glyphosate sur I’environnement
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L'utilisation généralisée du glyphosate a engendré une contamination de I'environnement. Lors
de l'application du glyphosate sur les cultures, une partie de celui-ci atteint le sol et s'adsorbe, en
fonction des caractéristiques du sol telles que le contenu en argile et en matiere organique, ainsi que
le pH (Sidoli et al., 2016). Cette contamination peut également affecter les eaux de surface par le
biais du drainage, de la pulvérisation et du ruissellement, conduisant ainsi a la détection de
glyphosate dans divers milieux tels que les eaux de mer, de pluie, de neige, voire méme dans l'air
(Jonsson et al., 2013; Chang et al., 2011; Mercurio et al., 2014).

Du fait de sa dispersion dans le sol et dans I'eau, le glyphosate peut avoir des impacts sur divers
organismes non cibles, notamment les microorganismes du sol, les animaux et les organismes
aquatiques (Sterren et al., 2016; Cuhra et al., 2016; Van Bruggen et al., 2018).

2.1.3. Effet de glyphosate sur la santé humaine

En raison de son mode d'action sur la voie shikimate, présente uniquement chez les plantes et
certains animaux, le glyphosate a généré de nombreuses discussions et débats sur ses possibles effets
sur la santé humaine, que ce soit par contact direct ou indirect. En 2015, I'Organisation mondiale de
la santé (OMS) a classé le glyphosate comme "probablement cancérogene pour I'homme". Diverses
études ont suggeéré une corrélation entre le glyphosate et plusieurs maladies, notamment les maladies

cardiovasculaires, I'asthme et les allergies (Henneberger et al., 2014; Zouaoui et al., 2013).

2.1.4. Méthodes d’élimination du glyphosate

L'utilisation excessive du glyphosate entraine sa dispersion dans I'environnement, soulevant des
inquiétudes quant a sa persistance et a ses effets a long terme sur la santé humaine et I'écosysteme.
Face a ces préoccupations, diverses méthodes d'élimination physicochimiques et biologiques ont été
développées, comprenant la photodégradation, lI'oxydation, I'adsorption, I'utilisation de filtres et de
membranes, ainsi que la biodégradation (Espinoza-Montero et al., 2020; Feng et al., 2020; Wang
etal., 2012).

2.1.5. La biodégradation du glyphosate
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La biodégradation du glyphosate par les microorganismes est une méthode biologique efficace,
simple et économique. Plusieurs études ont confirmé la capacité des différents microorganismes de
dégrader le glyphosate et ’utiliser comme source de carbone, azote ou nitrogéne (Fu et al., 2017;
Zhan et al., 2018; Sviridov et al., 2015).

La biodégradation du glyphosate par les microorganismes peut suivre deux voies principales.
Dans la premiére voie, la liaison C-N est clivee, catalysée par I'oxydase, produisant du glyoxylate et
de I'AMPA. Dans la seconde voie, I'enzyme C-P lyase catalyse le clivage de la liaison C-P, générant
de la sarcosine et du phosphore inorganique (Zhan et al., 2018; Klimek et al., 2001; Firdous et al.,
2017; Sviridov et al., 2015).

2.2. Insecticide Decis 25EC
2.2.1. Caractéristiques générales

C’est un insecticide, son matié¢re active est la deltaméthrine ((S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1R,3R)-3- (2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate). La deltaméthrine appartient
a la famille des pyréthrinoides de type |1, des composés organobromés qui représentent environ 25
% du marché mondial des insecticides (Zhang et al., 2010). Les caractéristiques physico-chimiques

sont présentées dans le tableau 3.

Le mode d'action de cet insecticide repose sur sa capacité a perturber le systéme nerveux des
insectes. En agissant comme une neurotoxine, la deltaméthrine interfére avec les canaux sodiques
des cellules nerveuses. Le groupe a-cyano induit une inhibition de la porte d'activation du canal
sodigue, entrainant une entrée prolongée de sodium dans le nerf, provoquant ainsi la paralysie et
finalement la mort de l'insecte (Burr et Ray, 2004). Sa formule chimique est C22H19Br2NO3
(Figure 19),

® https://www.inrs.fr/publications/bdd/fichetox/fiche.html?refINRS=FICHETOX 193&section=caracteristiques
Consulté le 20 juillet 2023.
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Figure 19. La formule chimique de la deltamethrine.

Tableau 3. Les caractéristiques physico-chimiques de I’insecticide Deltaméthrine *

Deltaméthrine

Formule C 22H 19Br 2NO 3
N° CAS 52918-63-5

Masse molaire 505,2 g/moL

Etat physique Solide

Point de fusion 98 a102°C

Point d’ébullition Se déecompose a partir de 270 °C
Densité 05
Coefficient de partage n-octanol / eau (log 4,6a25°C

* https://www.inrs.fr/publications/bdd/fichetox/fiche.html?refINRS=FICHETOX 193&section=caracteristiques

Consulté le 20 juillet 2023.
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Pow)

Pression de vapeur 1,24.10-822.10-6 Paa25°C

2.2.2. Effet de Decis 25EC sur I’environnement

L'utilisation fréquente du deltaméthrine en agriculture, visant a protéger les cultures contre
les insectes ravageurs, a conduit a la contamination de diverses parties de I'environnement,
notamment le sol et I'eau. Cette utilisation intensive a entrainé une accumulation de la

deltaméthrine dans des organismes non ciblés (Hintzen et al., 2009; You et al., 2009).
2.2.3.  Effet de Decis 25EC sur la santé humaine

Bien que le deltaméthrine soit efficace contre les insectes, une exposition excessive ou
inappropriée a cette substance peut avoir des effets néfastes sur la santé humaine et animale.
Des études menées par Wang et al. (2009b) et Aksakal et al. (2010) ont mis en évidence la
capacité du deltaméthrine a provoquer certaines maladies chroniques et a affecter le systéme
nerveux humain (Shafer et al., 2005; Wolansky et Harrill, 2008). De plus, I'Agence de
protection de I'environnement (EPA) des Etats-Unis a considéré que certains insecticides de ce

type pourraient étre cancérogénes pour I'homme (Shukla et al., 2002; Zhang et al., 2010).
2.2.4. Méthodes d’élimination de Decis 25EC

La dégradation du deltaméthrine peut s'effectuer de diverses maniéres, principalement par
des processus chimiques tels que la photolyse, la volatilisation, 1’hydrolyse, ainsi que par des

methodes biologiques, notamment la biodégradation (Liu et al., 2010).

2.2.5. La biodégradation de Decis 25EC
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Certaines études ont mis en évidence des microorganismes capables de dégrader le
deltaméthrine. Par exemple, Chen et al. (2011b) ont examiné la biodégradation par le genre
Streptomyces, Khan et al. (1988) ont évalué la capacité des bactéries du genre Rhodococcus a
utiliser le deltaméthrine comme source de nutriments pendant leur croissance et leur
dégradation, et Cycon et al. (2012) ont utilisé la bactérie Serratia marcescens pour dégrader le

deltaméthrine.

La principale voie de biodégradation du deltaméthrine conduit a la formation du sous-
produit  2-hydroxy-4-méthoxybenzophénone, réesultant de  l'oxydation du  3-
phénoxybenzaldéhyde. Ce dernier est produit avec 1'a-hydroxy-3-phénoxybenzéne-acétonitrile
grace a la coupure de la liaison carboxylester de la deltaméthrine par les bactéries (Chen et
al., 2011b).

2.3. Le fongicide Horizon
2.3.1.  Caractéristiques générales

Horizon est un fongicide largement utilisé contre les maladies fongiques (Tauchnitz et al.,
2020), son matiere active est le tébuconazole, également connu sous le nom de (RS)-1-p-
chlorophényl-4,4 diméthyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylméthyl)-pentan-3-ol. L horizon appartient &
la classe chimique des triazoles (Cadkova et al., 2013). Les caractéristiques et la formule
chimique de la matiére active tébuconazole sont présentées dans le tableau 4 et la figure 20

respectivement.

Son mode d'action repose sur l'inhibition de la 14a-déméthylation des stérols. Aprés son
absorption, il se transporte a travers le xyléeme vers divers tissus végétaux. Il démontre une
efficacité notable contre plusieurs espéces, notamment Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Alternaria spp, et Leptosphaeria spp (Pernak et al., 2012). La demi-vie du

tébuconazole dans les Iégumes et les fruits est d'environ six jours (Mohapatra, 2014).
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Figure 20. La formule chimique de Tébuconazole (Cadkova et al., 2013).

Tableau 4. Les caractéristiques physico- chimiques de I’insecticide Tébuconazole (Cadkova et al.,

2013).
Tebuconazole

Formule C16H22CIN3O
N® CAS 107534-96-3
Masse molaire 307.8 g¢/moL
Etat physique Poudre cristalline blanche
Solubilite dans 1"eau 0,036 (at 20-C) g'L
Point d’ébullition 105°C
Koc 803-1251LKg
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2.3.2. Effet de tébuconazole sur ’environnement

L'impact environnemental du tébuconazole varie en fonction de divers facteurs, notamment
ses caracteristiques physico-chimiques et les propriétés du sol (Gevao et al., 2000). Lorsqu'il
est appliqué de maniére excessive ou incorrecte, le tébuconazole se propage dans
I’environnement, et par conséquent il affecte les organismes non cibles tels que les animaux
par inhibition de la reproduction (Zhou et al., 2016), et les organismes aquatiques tels que les
poissons (Kreutz et al., 2008; Toni et al., 2011; Jia et al., 2022).

2.3.3. Effet sur la santé humaine

Bien que les niveaux de résidus dans les aliments restent généralement conformes aux
réeglementations, une utilisation excessive peut présenter un risque pour la santé humaine. Le
tébuconazole est reconnu comme un perturbateur endocrinien, De plus, I'Agence américaine de
protection de I'environnement I'a classé comme une substance potentiellement cancérigéne
(Dong, 2024).

2.3.4. Méthodes d’élimination de tébuconazole

Comme pour tous les polluants chimiques, la dégradation du tébuconazole peut s'effectuer
par diverses méthodes physico-chimiques telles que la filtration, I'oxydation, les procédés
photocatalytiques, électrochimiques et d'adsorption sur charbon actif. Cependant, les méthodes

biologiques ont été privilégiées (Zeng et al., 2023).
2.3.5.  La biodégradation de tébuconazole

Divers microorganismes tels que les bactéries, les champignons, les algues et les
actinomycetes ont été reconnus dans des études pour leur potentiel de dégradation des
fongicides de la famille des triazoles (Chen et al., 2010; Zheng et al., 2009; Pinto et al.,
2012; Sarkar et al., 2010). Cependant, les recherches sur la biodégradation du fongicide

tébuconazole demeurent rares.

Seules quelques études ont exploré la degradation de ce fongicide, parmi lesquelles celles

de Youness et al. (2018), qui ont etudié la biodégradation du tébuconazole par la bactérie
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Bacillus sp. 3B6, et celle de Wang et al. (2018), qui a évalué la capacité de la souche Serratia

marcescens B1 a dégrader le tébuconazole.

3. Les pesticides les plus utilisés dans la wilaya d’E1-Oued
3.1. L’herbicide metricam

3.1.1.  Caractéristiques génerales

L’herbicide metricam est largement utilisé dans I'agriculture de la wilaya d'EI-Oued pour le
contréle des mauvaises herbes. Sa substance active est la métribuzine (4-amino-6-tert-butyl-
4,5-dihydro-3-methylthio-1,2,4-triazin-5-one) (Figure 21)°. Il appartient & la classe chimique
des triazines (Majumdar and Singh, 2007). Son mode d'action affecte les plantes en
perturbant la photosynthése, principalement en inhibant le transport des électrons dans le
complexe photosysteme Il situé dans le chloroplaste (Senseman, 2007). Sa formule chimique

est CBH14N40S. Les caractéristiques physico-chimiques sont présentées dans le tableau 5.

Figure 21. La formule chimique de la métribuzine

Tableau 5. Les propriétés physico-chimiques de la métribuzine (Scherer et al., 2004).

> (http://www.bcpcpesticidecompendium.org/metribuzin.html). Consulté le 21 juillet 2023.
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Métribuzine

Formule C8H14N40S
N° CAS 52918-63-5
Masse molaire 214,29 g.moL™
Etat physique Solide cristallin
Coefficient de partage octanol-eau (Kow) 10%°
Solubilité eau, 20°C 1,05 g.L™

3.1.2. Effet de la métribuzine sur I’environnement

La métribuzine se distingue par sa faible adsorption dans le sol et sa solubilité élevée dans
I'eau, entrainant une contamination importante des eaux de surface et souterraines par
I'infiltration de cet herbicide (Dores et al., 2006; Kjaer et al., 2005; Maloschik et al., 2007).
Lorsqu'il atteint les eaux, il peut avoir des impacts sur les macrophytes et les algues d'eau
douce (Fairchild et Sappington, 2002).

3.1.3. Effet de la métribuzine sur la santé humaine

La métribuzine, comme tous les pesticides, peut avoir des effets néfastes sur la santé
humaine, provoquant divers problémes tels que des difficultés respiratoires, une somnolence,
des impacts sur la fertilité et la reproduction, ainsi qu'un potentiel effet cancérigéne (Shults et
al., 2015; Alahmar, 2019; Hayes et Hansen, 2017).

3.1.4. Méthodes d’élimination de la métribuzine

Il existe plusieurs méthodes proposées par des chercheurs tels que Plakas et al. (2006),

Yahiaoui et al. (2011), Ikeura et al. (2011) pour éliminer la métribuzine. Ces méthodes
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comprennent le traitement électrochimique, l'oxydation par ultraviolets, l'utilisation de
charbon granulé électro-active et des techniques de membranes en tant que méthodes physico-

chimiques.
3.1.5. La biodégradation de la métribuzine

La dégradation microbienne de la métribuzine est considérée comme plus efficace que
d'autres méthodes physico-chimiques (Boreen et al., 2003; Lin et Reinhard, 2005). Des
études menées par Gu et al. (2003a, 2003b), Zablotowicz (2006) ont démontré la
biodégradation des triazines par divers microorganismes, tels que les bactéries, les
champignons et les algues. Cependant, les recherches sur la biodégradation spécifique de la
métribuzine restent limitées (Wahla et al., 2023; Wahla et al., 2020; Wahlaa et al., 2019;
Zhang et al., 2014; Gobal et al.,, 2011). Les sous-produits de la biodégradation de la
métribuzine comprennent le desamino-métribuzine (DA), la dicéto-métribuzine (DK) et la
desamino-diketometribuzine (DADK) (Wahla et al., 2019).

3.2. Le fongicide Aliette Flash
3.2.1.  Caractéristiques générales

Aliette Flash est un fongicide utilisé pour lutter contre les champignons tels que le
mildiou. Sa substance active est le fosétyl-aluminium (tris-o-éthylphosphonate d'aluminium)
(Fenn et Coffey, 1984). Il appartient a la famille chimique des phosphonates. Les
caractéristiques physicochimiques sont présentées dans le tableau 6.

Le mode d'action précis du fosétyl-aluminium n'est pas entierement compris, mais il est
probable que I'anion phosphonate, un produit de dégradation, inhibe la propagation des spores
(Lépez et al., 1994), leur formule chimique est CsH1sAIOGP; (Figure 22)°.

® Fosétyl-aluminium — Wikipédia (wikipedia.org). Consulté le 21 juillet 2023.
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Figure 22. La formule chimique de fosétyl-Aléminium.

Tableau 6. Les caractéristiques physico-chimiques de Fosétyl-Aluminium®

Fosétyl-Aluminium

Formule CeH1sAIOgP3
N° CAS 39148-24-8
Masse molaire 354.104 5 + 0,008 8 g/moL
Etat physique Granulé ou poudre
Point de fusion 215°C
Point d’ébullition Non mesurable

3.2.2. Effet d’aliette flash sur I’environnement

Comme c'est le cas avec tous les pesticides, le fongicide a base de fosétyl-aluminium,

apres son utilisation, peut entrainer une contamination de I'environnement. Cependant, il
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n'existe pas actuellement d'études confirmant sa toxicité sur les organismes non cibles, tels que

les plantes et les organismes aquatiques (Arena et al., 2018).
3.2.3. Effet d’aliette flash sur la santé humaine

Les fongicides peuvent affecter la santé humaine de deux maniéres principales : par un
contact indirect, a travers la consommation de fruits, de légumes et d'eau contaminés, et par un
contact direct lors de l'application, notamment par inhalation (Periquet et al., 2004). Les

informations concernant la toxicité de fosétyl alimunium ne sont pas disponibles.
3.2.4. La bioégradation d’aliette flash

le fosetyl-Al est rapidement dégradé en éthanol et en acide phosphonique lorsque
dissous dans l'eau (Buiarelli et al., 2018). Aucune étude n’existe sur l’utilisation des

microorganismes pour degrader le fosétyl-aluminium.
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Matériel et méthodes
1. Le choix des sites d’étude
Les deux villes EI-Oued et Ouargla sont parmi les wilayas qui se distinguent par leur
agriculture développée, ainsi que par une production variée incluant divers produits tels que les

cultures maraichéres (la pomme de terre, la tomate..), et les dattes.

Dans le cadre de cette étude, deux sites ont été choisis: Ouargla, et EI-Oued. Ces sites ont été
sélectionnés en raison de la diversité des cultures et de la production nationale, ainsi en raison de

I’utilisation excessive de divers pesticides.

Une enquéte a été réalisée en collaboration avec des ingénieurs et des organismes agricoles,
notamment la DSA (Directions des Services Agricoles), le CCLS (Coopérative Des Céréales & Des

Légumes Secs) et I''TDAS (Institut Technique de Développement de 1’ Agriculture Saharienne).
2. La localisation géographique des sites
2.1. Le site-Ouargla (Hassi Ben Abdellah)

La ville d’Ouargla, située au nord-est du Sahara septentrional, a environ 750 km au sud
d'Alger. Hassi Ben Abdellah C’est une commune dans la wilaya de Ouargla, ses coordonnées :
32°1'33"nord 5°28'7"est’ (Abdelhak, 2020).

2.2. Lesite-EI-Oued (Guemar)
El Oued est située dans le nord-est du Sahara algérien et a 212 km au nord-est de Ouargla, et a
proximité de la frontiére Algéro-Tunisienne.® Guemar est une commune de la wilaya d'El Oued, ses
coordonnées : 33° 29’ 32" nord, 6° 47’ 50" est.’

3. L’échantillonnage

” https://en.wikipedia.org/wiki/Hassi Ben Abdellah, consulté le 13/07/2024.

® El Oued — Wikipédia (wikipedia.org), consulté le 26/02/2024.
® https://fr.wikipedia.org/wiki/Guemar (El Oued), consulté le 13/07/2024.
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Les échantillons du sol ont été préleves selon la technique de Pochon et Tardieux. (1962) a
partir des champs agricoles dans les deux villes d’El-Oued et d’Ouargla durant les mois de mai 2019

et septembre 2019.

Les premiéres cinq centimétres de la couche superficielle du sol ont été retirés a 1’aide d’une
spatule stérile. On utilisant une autre spatule stérile, une quantité du sol entre 100 & 150g a été
collectée a une profondeur située entre 5 et 15 centimétres, puis déposee sur une feuille de papier
aluminium stérile pour éliminer les débris tels que les pierres et les racines. Seulement une cinquante
gramme du sol a été placée dans un sachet stérile et transporté au laboratoire a une température de
4°C.

4. Caractéristiques physico-chimiques du sol
4.1. Mesure du pH

Dans un bécher de 50 mL, 5 g du sol ont été mis dans 12,5 mL d’eau distillée pour préparer

des suspensions.

Aprés, le pH a été mesuré a I’aide d’un pH-meétre sous agitation magnétique (Pochon et Tardieux,
1962).

4.2.  Pourcentage d’humidité

Cing grammes du sol ont été séchés pendant 2 jours dans un four a 105°C, jusqu'a 1’obtention
d’un poids constant (Lee et Hwang, 2002). Le pourcentage d’humidité est calculé d’apres la relation
suivante : H= PH-PS/PH. 100

H : Humidité en pourcent (%). PH : Poids humide de I’échantillon. PS : Poids sec de 1’échantillon.

4.3.  Mesure de la conductivité électrique
La conductivité électrique du sol a été mesurée par un conductimetre, et I’unité de mesure est

le « ms/cm™ ».,

Vingt grammes (20 g) de terre tamisée a travers un tamis de 2 mm a été dissoute dans 100mL

d’eau distillée. Apres une agitation vigoureuse a l'aide d'un agitateur rotatif pendant une heure,
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suivie d’une demi-heure de repos, la suspension a été décantée dans un bécher. Pour déterminer la

conductivité €lectrique, 1’¢lectrode du conductimeétre a été plongée dans la solution.

4.4. Détermination du taux de la matiére organique
Apres la mesure de I’humidité, le sol de chaque échantillon a été placé dans un four a moufle
réglé a 450°C, pendant 16 heures. Le taux de matiére organique est la différence entre le poids sec et

le poids des cendres (Lee et Hwang, 2002).

5. Isolement
5.1. Préparation des dilutions
Une série des dilutions décimales de la solution mére a été préparée (de 10™ jusqu’a 10”°) dans
I’eau physiologique stérile contenant 9%, d’NaCl. Deux répétitions ont été préparées pour chaque

dilution.

5.2. Préparation des milieux d’isolement
Deux milieux sélectifs Bennett et GLM (Annexe 1), ont été choisis pour l'isolement des
actinomycetes, auxquels 75ug/mL d'amphotéricine B stérile ont été ajoutés pour empécher la

croissance des champignons.

5.3. Isolement classique
Un échantillon de 100 pL a été prélevé a partir des dilutions décimales préparées (de 10™
jusqu'a 107) et ensemencé & la surface de deux milieux de culture sélectifs (Bennett et GLM)
auxquels 75 pg/ml d'amphotéricine B ont été ajoutés. Les boites sont ensuite incubées a 30°C, et une

observation a été réalisée chaque semaine pendant un maximum de quatre semaines.
5.4. Isolement par enrichissement

Pour isoler les souches actives capables de croitre en présence des pesticides, un isolement
par enrichissement a ¢été utilisé suivant le protocole d’Abraham et Gajendiran. (2019) avec
quelques modifications. Pour ce but, 10 g d'échantillon de sol ont été dissous dans 100 mL de milieu

minimale (MSM) Vandermess, exempts de carbone contenant 50 mg/L de pesticide.

Le milieu Vandermess MSM a éteé utilisé pour cet isolement: KNOg3, 13.76 g/L; KH,POy, 1.78
g/L; Na,HPO, 2H,0, 4.66 ¢g/L; Na,S04, 9.68 g/L; EDTA, 10 mg/L; FeSO, 7H,O, 5 mg/L;
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MnCl,4H,0, 1. 22 mg/L; ZnSO47H,0, 0.25 mg/L; CuSO4 5H20, 0.2 mg/L; CaCl, 2H,0, 1mg/L;
Na,MoO,4 H20, 0.2 mg/L; eau distillée, 1000 mL).

Les erlenmeyers de 250 mL, contenant 100 mL de milieu MSM ajouté de pesticide a
concentration 50 mg/L et 10 g du sol, puis incubés durant une semaine a 30°C et sous agitation 120
rpm. Aprés, 1 mL de la suspension enrichie a été transfére dans 100 mL de milieu minimum (MSM)
additionné de pesticide a 50 mg/L pour une nouvelle incubation d'une semaine. Le transfert a été
répété trois fois de suite (dans les mémes conditions d’incubation). Un échantillon de 100 pL a été
prélevé lors du dernier transfert et étalé sur la surface de la gélose MSM avec du pesticide a une
concentration de 50 mg/L. Les boites ont été incubées a 30°C pendant 7 jours.

5.5. Purification et conservation des isolats

Les souches isolées par isolement classique et par enrichissement ont été purifiées en utilisant la
méthode des stries sur le milieu ISP2 exempt d’ Amphotéricine B, e¢ MSM contenant le pesticide a
50 mg/L. Aprés croissance, les colonies ont été repérées comme des actinomycétes en basant sur
leur aspect macroscopique culturelle caractéristique, puis leur aspect microscopique via la coloration

de Gram et I’observation sous microscope optique.

Ensuite, Les colonies caractéristiques des actinomycétes ont été conservés en gélose incliné
(ISP2) a -4°C. Pour le stockage a long terme, une autre copie a été conservée dans un milieu ISP2

liquide contenant 50% de glycérol et en la stockant a -20°C.

6. Caractérisation morphologiques, physiologique, et métabolique de souches isolées

6.1. Préparation de I’'inoculum général

Une Ose de chaque isolat bactérienne a été ensemencée en stries serrées sur milieu ISP2 et
incubée a 30°C pendant 7 jours. Apres la croissance, une colonie a été inoculée dans des tubes
coniques contenant 15 mL du milieu ISP2 liquide stérile afin d’obtenir une densité optique de 0,18 a
une longueur d'onde de 625 nm. Une quantité de 20 uL de chaque culture a été prélevée comme

inoculum pour tous les tests (Crawford et al., 1993).
6.2. Caractérisation morphologique

6.2.1. Observation macroscopique
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En utilisant une anse de platine, une goutte de I'inoculum des isolats d'actinomycétes (dix
microlitres) a été ensemenceée a la surface du milieu de culture : ISP2 (Annexe 1). Les boites ainsi

préparées ont été incubees a 30 °C pendant 15 jours.

Des observations macroscopiques quotidiennes ont été effectuées afin d’évaluer la croissance
dans le milieu testé, de caractériser les colonies bactériennes, la présence ou l'absence de spores,

ainsi la production des pigments (Shirling et Gottlieb, 1966).

6.2.2. Observation microscopique (Coloration de Gram)
Le test a eté effectué en utilisant la technique de coloration de Gram classique, suivie de

I'observation des lames sous un microscope optique avec un grossissement de (G x100).

6.2.3. Observation microscopique (Technique de culture sur lamelle)
Cette technique consiste a insérer des lamelles stériles dans le milieu ISP2 de maniére a former
un angle de 45° environ avec la surface du milieu. Une goutte de I’inoculum de chaque isolat (dix

microlitres) a été déposée au point de contact de la lamelle et de la gélose.

Aprés 15 jours d’incubation a 30°C, les lamelles ont été soigneusement retirées entrainant
quelques fragments du myceélium, puis déposées sur des lames propres et observées au microscope

optique au grossissement G x 100 (Williams et Cross, 1971).

6.3. Caractérisation physiologique
6.3.1. Effet de pH sur la croissance des isolats bactériens
La capacité des souches a croitre sur différent pH a été testée par I’ensemencement de 20 pL de
I’inoculum général des isolats sur le milieu ISP2 préparé a différent pH : 2, 5, 7, 9 et 12; ajustés avec
une solution d'acide chlorhydrique (HCI 1N) et de soude (NaOH 1N). Ensuite, les boites ont été
incubées a une température de 30°C pendant une période allant de 7 a 14 jours. La croissance est

évaluée par positive ou négative.

6.3.2. Effet de la température sur la croissance des isolats bactériens
Les boites contenant le milieu ISP2 et ensemenceés par 20 uL de I’inoculum général des souches
des actinomycétes ont été incubés durant 7 a 14 jours a différentes températures allant de 25°C,

30°C, 37°C, et 40°C. La croissance est evaluée par positive ou negative.

6.3.3. Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur la croissance des actinomycetes
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Ce test est basé sur I’intolérance des isolats au NaCl additionnée au milieu ISP2 en différentes

concentrations (2%, 5%, 9% et 15%; p/v).

Les milieux ont été ensemencés avec 20 pL de l'inoculum général des actinomycétes, en

présence de témoins non ensemenceés. Ensuite, ils ont été incubés a 30°C pendant 21 jours.

6.4. Caractérisation métabolique
6.4.1. Test de croissance sur des différentes sources de carbone
Dans ce test, le milieu ISP9 (Annexe 1) a été utilisé. Ce milieu est dépourvu de toute source de
carbone. Les différentes sources de carbone testées étaient celles recommandées par Shirling et
Gottlieb en 1966, ainsi que par Pridham et Gottlieb en 1948, comprenant le D-fructose, le D-

glucose, le galactose.

Des solutions de ces sources de carbone, a une concentration de 10% (p/v), ont été préparées
puis stérilisées par filtration a travers un filtre Millipore de 0,22 um. Toutes les sources de carbone
ont été ajoutées de maniere aseptique au milieu de base pour obtenir une concentration finale de 1%
(p/v). Ces différents milieux ont été répartis dans des boites de Pétri, ensemencés avec 20 uL de
I'inoculum général, puis incubés pendant sept jours a température 30°C. La croissance sur ces
milieux a été comparée a un témoin négatif (milieu sans source de carbone) et un témoin positif
(milieu contenant du glucose). Si la croissance obtenue était supérieure a celle du témoin négatif, le

résultat était considéré comme positif.
6.4.2. Test de la croissance sur différentes sources d’azote

Le milieu utilisé dans ce test, était I''SP9 additionné de 0,1% (p/v) de source d'azote apres
stérilisation a 100°C pendant 15 minutes. Les différentes sources d'azote utilisées comprenaient, la

proline, l'arginine, thréonine, I’histidine, 1’asparagine, la tyrosine, la méthionine.

Une quantité de 20 pL de l'inoculum général a été ensemencee en surface du milieu ISP9.
Ensuite, les boites ont été incubées a 30°C pendant sept jours. Si la croissance observée était plus
abondante que celle obtenue sur le milieu de base sans source d'azote (témoin négatif), le résultat

était considéré comme positif.

6.4.3. Hydrolyse de ’amidon
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Pour mettre en évidence l'hydrolyse de lI'amidon par I’enzyme amylase, les souches ont été
ensemencées par une seule strie sur une gélose nutritive (Annexe 1) additionnée d'amidon soluble a
1%. Les boites ont été incubées a 30°C pendant sept jours. Apres incubation, la surface de la gelose
a été recouverte d'une solution de lugol. L'absence de coloration autour des colonies indique
I’absence de I’amidon grace a son hydrolyse. En revanche, la présence d'une coloration brune autour

des zones indique la présence d'amidon (Gordon et Smith, 1953).

6.4.4. Hydrolyse de la caséine
Ce test a été réalisé afin de déterminer la production ou non de I’enzyme caséinase. 20 pL de
I’inoculum général des souches ont été cultivés sur un milieu gélosé ISP9 contenant 5% (p/v) de lait
écrémé. Ensuite, les boites ont été incubées a 30°C durant 14 jours. L’apparition de toute zone claire

autour des colonies indique I’hydrolyse de la caséine (Minotto et al., 2014).

6.4.5. Hydrolyse de la gélatine
Les souches ont été ensemencées par une seule strie sur la gélose nutritive contenant 0,4% de

gélatine, puis incubées 14 jours a 30°C.

Les zones ou la gélatine n’est pas dégradée, s’opacifient en présence d’une solution de chlorure
mercurique & 15%. Les zones claires correspondent aux zones d’hydrolyse de la gélatine (Williams
et Cross, 1971).

6.4.6. Action sur lait écréemé
20 pL de l'inoculum général des isolats ont été ensemencés dans des tubes contenant une
solution de lait écrémé en poudre (10% dans I'eau distillée), puis incubés a 30°C pendant 14 jours.
Des observations réguliéres ont été effectuées, pour noter la coagulation ou la peptonisation du lait

provoquée par les actinomycetes (Williams et Cross, 1971).

6.4.7. Recherche de la catalase
Sur une lame propre, une goutte d'eau oxygénée a été déposée. A l'aide d'une pipette Pasteur,
une petite quantité de la colonie d'actinomycétes a été émulsionnée dans l'eau oxygénée. Le

dégagement de bulles de gaz indique la présence d'une catalase (Camille, 2007).

7. ldentification moléculaire de souches actives
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Pour l'identification moléculaire, les souches ont été cultivées dans le milieu ISP2 pendant 4
jours, et I'extraction a éte effectuée a l'aide du kit DNeasy Blood Tissue Kit (250) (Allemagne) selon

les instructions du manuel.

L'amplification par PCR de I'ADN 16s a été realisée dans un thermocycleur automatisé (BIO
RAD T100) en utilisant le jeu d'amorces unique 27F : 50 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-30 et
1492R:50-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-30. La réaction d'amplification a été réalisée dans
des réactions de 20 L a l'aide d'un master mix PCR (5x HOT FIREPol Blend Master Mix RTL) en
utilisant le programme suivant : 95°C pendant 5 min comme étape de dénaturation initiale, suivie de
35 cycles de dénaturation a 95°C pendant 30 sec, recuit a 50°C pendant 40 sec et 72°C pendant 2

min, avec une extension finale a 72°C pendant 7 min.

L'étape de résolution de I'ADN a été réalisée par électrophorése sur un gel d'agarose a 1,2% en

utilisant un marqueur de taille d'ADN.

Les produits PCR amplifiés ont subi une étape de purification avant d'étre séquencés, en utilisant
des amorces universelles pour I'ARN16S bactérien (27F). Le séquencage a été réalisé par le
séquenceur 3500 Genetic Analyzer 8ch RUO, Hitachi (622-0010), a I'Université des Emirats Arabes
Unis.

L'identification et la classification phylogénétique ont été réalisées a l'aide le BLAST sur le site

du National Centre of Biotechnology Informa- tion (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Pour déterminer la position taxonomique des souches, une analyse phylogénétique a été
effectuée. A cette fin, les séquences du géne de I'ARNr 16S ont été alignées avec celles disponibles
dans la base de données NCBI. L'arbre phylogénétique a été construit en utilisant le logiciel MEGA
11.

8. Test de biodégradation des pesticides
8.1. Préparation de ’inoculum
Une 0se de chaque isolat bactérienne a été ensemencé dans 30 mL de milieu ISP2 liquide, puis
cultivé a 30°C sous agitation 200 rpm pendant 3 jours. Puis centrifugé a 8000 g pendant 10 min a

température ambiante, le culot bactérien ainsi obtenu a été lavé avec une solution saline stérile a
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0,9%. Ensuite, remises en suspension a une concentration de 0,5% selon I'échelle de McFarland

(correspondant a une densité optique de 0,18 a une longueur d'onde de 625 nm).
8.2. Préparation des pesticides

Les pesticides choisit dans cette étude sont :

e Les herbicides : Fortin et Metricam.

e Les fongicides : Aliette Flash et Horizon.

e Lesinsecticides : Decis 25EC.

Des solutions meéres de 1 g/L ont été préparées dans de I'eau distillée pour les pesticides en
poudre tels que le metricam, aliette flash et decis 25EC. Ensuite, les solutions de pesticides ont été
filtrées individuellement a travers des filtres Millipore de 0,22 um, puis stockées dans des flacons

sombres a une température de 4°C jusqu'a leur utilisation ultérieure.
8.3. Criblage qualitative

Suivant le protocole de Briceno et al. (2012) avec quelques modifications, 100 uL de 1’inoculum
bactérien ont été ensemencé en milieu MSM Vandermess additionné de différentes concentrations
de pesticides individuellement (1, 10, 25, 50, 100 et 200 mg/L).

Les boites ont ensuite été incubées a 30°C pendant une semaine, et la croissance a été évaluée en
fonction de la présence (croissance positive) ou de I'absence (croissance négative) de croissance
(Briceno et al., 2012). Des témoins biotiques (ensemencé sans pesticides) et abiotiques (non

ensemencé et avec pesticides) ont été préparés.

8.4. Cinétique de croissance des actinobactéries actives en milieu liquide (criblage

quantitatif)

Les actinomyceétes capables de croitre a une concentration de 50 mg/L de pesticides dans le
test précédent, ont eté sélectionnés pour évaluer leur capacité a dégrader les pesticides dans un

milieu minimum liquide contenant 50 mg/L de pesticides.

4% de culot bactérien (poids/volume) ont été ensemencés dans des erlenmeyers de 100 mL
contenant 10 mL de milieu Vandermess liquide additionné de 50 mg/L de pesticide

individuellement. Des erlenmeyers non ensemencés ont été utilisés comme contrdle abiotique.
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L'incubation a eté réalisée sous agitation a 100 rpm, sous 30°C durant 15 jours. Des échantillons ont
été prélevés chaque 3 jours, pour mesurer la masse séche (Briceno et al., 2012). L'expérience a été

réalisée en trois répétitions.
9. Biodégradation des pesticides

Deux herbicides, le fortin et le metricam, ont été choisis pour étudier leur biodégradation par les
souches sélectionnées, en se basant sur les résultats obtenus lors du criblage quantitatif et qualitatif.

9.1. Lametribuzine
9.1.1 Cinétique et optimisation des conditions de biodégradation

Pour évaluer le taux de biodégradation de la métribuzine, une technique spectrophotométrique

simple proposée par Kadam et Pejaver. (2023) a été utilisée.

10 mL de milieu MSM, avec de la métribuzine a 50 mg/L, ont été préparés dans des erlens de
50 mL et inoculés avec un inoculum actinobactérien a une concentration de 4%. Des controles

abiotiques ont également été préparés, suivis d'une incubation durant 15 jours a 30°C sous 200 rpm.

Les échantillons ont été prélevés tous les 3 jours, et centrifugés pendant 15 minutes a 10000
rpm a 4°C, le surnageant ainsi obtenu a été filtré a travers une membrane de 0,45 pum pour éliminer
toute autre particule. Ensuite, le surnageant a été analysé afin de déterminer la concentration
résiduelle de meétribuzine en utilisant un spectrophotomeétre UV-visible (UV-1800A, Shimadzu,
Japon) a une longueur d'onde de 293 nm. Une courbe standard a également été préparée dans les
mémes conditions expérimentales, additionnée de la métribuzine a des concentrations allant de 5 a
50 mg/L.

L'expérience a été réalisée en trois répétitions, dans différents pH (4, 6, 7.2, et 9), différentes
températures (10°C, 25°C, 30°C, et 37°C) et diverses concentrations d'inoculum actinobactérien
(2%, 4%, 7% et 9% p/v), et le pourcentage de biodégradation de la métribuzine a été mesuré selon

formule suivante:
Pourcentage de biodégradation (%) = (M1 - M2)/M1 x 100%

M1 et M2 représentent les concentrations de la métribuzine dans les échantillons non traités

(témoin) et traités respectivement.
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9.1.2. Analyse de la biodegradation de la Métribuzine par GC-MS

L'analyse GC-MS/MS a été réalisée selon le protocole Albero et al., 2022 avec qualques
modéfications. L’analyse a été réalisé on utilisnt une chromatographie en phase gazeuse Agilent
8860 GC, couplée a un spectrometre de masse Agilent 5977B GC/MSD (Figure 23). La colonne
utilisée pour la séparation est une colonne capillaire ultra inerte Agilent HP-5ms (30 m x 250 um x
0.25 pm).

L'hélium (pureté 99,995%) a été utilise comme gaz vecteur a un débit de 1 ml/min.
L'injection de 0,2 ul a été effectuée en mode pulsé sans fractionnement (pression pulsée de 11,654
psi pendant 0,5 min et débit de 60 ml/min avec la vanne de purge activée 1,5 min apreés l'injection de
I'échantillon) avec le port de l'injecteur a 280°C, dans une gaine conique unique ultra-inerte avec de

la laine de verre.

La température de la colonne a été initialement réglée a 120°C, maintenue pendant 1,32 min,
et augmentée a 20°C/min jusqu'a 250°C, maintenue pendant 5 min. La durée totale de I'analyse était

de 12,5 minutes et un délai de 4 minutes pour le solvant a été choisi.

Figure 23. Chromatographie gazeuse-spectrophotometre de masse

GC-MS (Agilent 5977B GC/MSD).
9.2.

9.2.1. Cinétique et optimisation des conditions de biodégradation
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Pour évaluer le taux de biodégradation du glyphosate, une technique spectrophotométrique

proposée par Bhaskara et Nagaraja. (2006) a éte utilisée.

10 mL de milieu MSM, avec du glyphosate a 50 mg/L, ont été préparés dans des erlens de 50
mL et inoculés avec un inoculum actinobactérien a une concentration de 4%. Des contrdles
abiotiques ont également été préparés, suivis d'une incubation durant 15 jours a 30°C sous 200 rpm.
Chaque jour, 1 mL de la culture a été prélevé et centrifugé a 6 000 g pendant 10 minutes a
température ambiante, ensuite été filtrée a travers une membrane PVDF (une membrane filtrante en

fluorure de polyvinylidéne) de 0,22 pm.

Le liquide filtré a été mélangé avec une solution d'un mélange contenant 0,5 mL de
ninhydrine et 0,5 mL de molybdate (a 5% pour chaque solution). Une courbe standard a également
été préparée dans les mémes conditions expérimentales, additionnée de glyphosate a des
concentrations allant de 4 a 14 mg/L. Les tubes ont été recouverts d'une feuille d'aluminium pour
éviter I'exposition a la lumiére, incubés a 100°C pendant 5 minutes, puis refroidis a température

ambiante. Enfin, 3 ml d'eau distillée ont été ajoutés pour atteindre un volume final de 5 ml.

Les mesures d'absorbance ont été effectuées a I'aide d'un spectrophotomeétre UV-visible (UV-
1800A, Shimadzu, Japon) & 570 nm. L'expérience a été réalisée en trois répétitions dans différents
pH (4, 6, 7.2, et 9), différentes températures (10°C, 25°C, 30°C, et 37°C) et diverses concentrations
d'inoculum actinobactérien (2%, 4%, 7% et 9% p/v), et le pourcentage de biodégradation du

glyphosate a été mesuré selon formule suivante :
Pourcentage de biodégradation (%) = (M1 - M2)/M1 x 100%

M1 et M2 représentent les concentrations de glyphosate dans les échantillons non traités (témoin) et

traités respectivement.
Les analyses ont été faites par logiciel Excel 2007.
10. Analyse de carbone organique total (COT)

Les échantillons de glyphosate et metribuzine ont été analysés par TOC-L Shimadzu (Total
Organic Carbon) (Figure 24) pour déterminer la quantité du carbone organique réduit apres
biodégradation des pesticides.
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Apreés 15 jours d'incubation, des préléevements de 1 mL des échantillons ont été effectués, puis
centrifugés pendant 15 minutes a 10000 tours par minute a une temperature de 4°C. Le surnageant
ainsi obtenu a été filtré a travers une membrane de 0,45 pum. Ensuite, le surnageant a été dilué a

1/1000, sur un volume de 20 mL, puis analysér directement par I'appareil TOC-L.

Figure 24. Analyseur de carbone organique totale (TOC-L).

11. Analyse ATR-FTIR des pesticides glyphosate et métribuzine

L'analyse des échantillons de glyphosate et de la métribuzine ont été testé par 1’utilisation
d’ATR-FTIR Shimadzu (Transformée de Fourier en infrarouge avec réflectance totale atténuée)
(Figure 25).

La spectroscopie ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared
Spectroscopy), constitue une méthode analytique fondamentale dans le domaine de la chimie. Elle
permet de déterminer les propriétés chimiques et structurales d'un echantillon en se basant sur
I'interaction entre la lumiére infrarouge et I'échantillon analysé. Lorsque cette lumiére est dirigée
vers I'échantillon, les longueurs d'onde absorbées sont directement influencées par les vibrations

spécifiques de la substance (Glassford et al., 2013).
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Apreés une periode d'incubation de 15 jours, des prélevements de 1 mL des échantillons ont
été effectues, puis centrifugés pendant 15 minutes a 10000 tours par minute a une température de
4°C. Le surnageant ainsi obtenu a été filtré a travers une membrane de 0,45 pum. Ensuite, le
surnageant a été analyse directement sans aucune préparation supplémentaire. Une goutte de celui-ci
a été déposee sur la fenétre en cristal de I'accessoire ATR, puis une légére pression a été appliquee

pour assurer un bon contact entre I'échantillon et la fenétre ATR, en vue de I'analyse.

L'analyse a été réalisée dans la plage de l'infrarouge moyen, allant de 500 & 4000 cm™, avec

une vitesse de balayage de 16.

Les données spectrales ainsi obtenues ont été enregistrées et comparées avec des spectres de

référence pour déterminer la présence de composés spécifiques dans les échantillons analysés.

Figure 25. Le spectrophotomeétre ATR-FTIR.

12. Les parameétres cinétiques

Les parametres cinétiques de la biodégradation des pesticides ont été determinés en tracant In
[Ct/CO] en fonction du temps (jours). Les équations (1) et (2) ont été utilisées pour déterminer la

constante de vitesse de dégradation (k, d-1) et la demi-vie (T1/2, d) correspondantes
Eq. (1) Ct = CO x e-kt. Egs. (2) t1/2 = In2/k.

13. Les analyses statistiques
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Toutes les procédures expérimentales ont été realisees en trois repétitions avec erreur standard. Des
analyses de variance TWO WAY ANOVA et le test de Tukey ont été utilisés dans cette étude avec

un niveau de signification de p<0,05 (intervalle de confiance de 95 %).
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Resultats et discussion
1. Résultats des enquétes aupres des structures agricoles

D'apres les organisations agricoles, et les agriculteurs dans les wilayas d’El Oeud et Ouargla,
les pesticides les plus utilisés sont: I’herbicide métribuzine, le fongicide fosétyl-aluminium et
I’insecticide deltaméthrine dans la wilaya d’El Oued (annexe 6), et dans la wilaya de Ouargla, les
pesticides sont : I’herbicide glyphosate, le fongicide tébuconazole et I’insecticide deltaméthrine

(annexe 7).

2. Caractéristiques physicochimiques des sols
Les résultats d’analyse physico-chimiques des échantillons du sol isolés d’EI-Oued et de

Ouargla sont représentés dans les tableaux 7 et 8.

Tableau 7. Paramétres physicochimigues de 1’échantillon de sol d’El-Oued.

Sol El oued pH Pourcentage Conductivité | Taux de matiére
d’Humidité (%) (mS/cm) organique (%)
Moyenne 7,8 2,56 0,8 3,69

Tableau 8. Paramétres physicochimiques de 1’échantillon de sol de Ouargla.

Sol Ouargla pH Pourcentage Conductivité | Taux de matiére
d’Humidité (%) (mS/cm) organique (%)
Moyenne 7,3 3 0,73 4,63

Les deux échantillons du sol sont de nature agricole, traités par les pesticides pendant
plusieurs années. Le sol de Ouargla est cultivé par le blé et la farine traité par I’herbicide fortin, le
fongicide horizon et I’insecticide decis 25EC. Le sol d’El-Oued est cultivé par la pasteque et traitée

par I’herbicide metricam, le fongicide aliette flash et I’insecticide decis 25EC.

La mesure de pH du sol indique la quantité d’ions hydrogéne contenu dans le sol. Les
résultats montrent que les deux sols d’El Oued et Ouargla sont alcalins avec un pH de 7,8 et 7,3
respectivement. En général, les sols des régions arides ont un pH légérement alcalin compris entre

7,5 et 8,5 (Daoud et Halitim, 1994). Les valeurs des sols étudiés sont dans cet intervalle.
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L humidité est un paramétre trés important dans 1’analyse de la biodégradation des pesticides
parce que l'eau est un €élément nécessaire dans la croissance et 1’activité des microorganismes du sol
(Lecomte, 1995).

Selon Lee et Hwang. (2002), le sol peut étre classé en trois catégories en fonction du
parametre d'’humidité. Une faible humidité est définie lorsque le pourcentage d'humidité se situe
entre 2,0 et 9,0. Une humidité modérée est observée lorsque le pourcentage varie entre 9,1 et 13,0,
tandis qu'une humidité élevée est caractérisée par des valeurs comprises entre 13,1 et 20,0.
L'humidité des sols de Ouargla et d’El-Oued appartiennent a la classe de taux d’humidité faible,

étant inférieure a 9,0%.

La conductivité électrique est utilisée pour déterminer la capacité d'un matériau a conduire
un courant électrique pour évaluer la salinité du sol, exprimée en millisiemens par métre (Heil et
Schmidhalter, 2012). La conductivité des deux échantillons se situe entre 0,7 et 0,9 ms/cm. Cette
faible conductivité pourrait s'expliquer par la pauvreté du sol en sels. Ces sols sont donc considérés
comme peu salés (Aubert, 1978).

Selon Lee et Hwang. (2002), la mesure du taux de matiere organique indique la qualité du
sol. Un taux considéré comme faible se situe entre 4,0% et 7,0%, un taux modeéré entre 7,1% et 9,0%
et un taux élevé entre 9,1% et 11,0%. Les échantillons d’El-Oued et de Ouargla présentent des taux
de ’ordre de 3,69% et 4,63% respectivement, ce qui se situe dans la plage considérée comme étant

faible selon cette classification.

3. Isolement des souches
3.1. Isolement classique

Les actinomycetes ont été isolés a partir de I'échantillon de sol en utilisant deux milieux
sélectifs, le GLM et le Bennett. Aprés une semaine d'incubation, les colonies d'actinomycétes sont

apparues (Figure 26).

Les résultats montrent que 12 actinobactéries ont été isolées a partir le sol d'EI-Oued. Alors que
dans le sol de Ouargla, 15 isolat ont été sélectionnés. Les colonies des actinobactéries sont
faiblement présentes dans le milieu GLM par rapport au milieu Bennett. Cela peut étre expliqué par
la richesse du milieu Bennett, en substrat carbone et azoté (Tableau 9).
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Aprés 15 jours, les colonies ont été recouvertes par un myceélium aérien de différentes couleurs,
tel que le rose, le blanc et le gris. Les colonies bien repérées ont été purifiees sur milieu Bennett,
puis ont été incubées a 30°C pendant 15 jours jusqu'a I'apparition du mycélium aérien. Ensuite, elles
ont été conservées dans du glycérol a -18°C et sur de la gélose inclinée a 4°C.

Le nombre isolé des actinobactéries a été relativement faible en raison de la rareté de la
matiére organique dans le sol saharien, ainsi leur traitement plusieurs années par une variété des
pesticides ce qui influence la biodiversité des microorganismes du sol, notamment les
actinomycetes. Selon certains auteurs, il n'existe pas de technique universelle pour I'isolement des
actinobactéries. Afin d'augmenter le nombre d'actinobactéries isolées, il est nécessaire de tester

plusieurs milieux et de varier les méthodes d'isolement (Boudemagh, 2007).

Figure 26. Aspect macroscopique de quelques actinobactéries cultivé sur
milieu ISP2.
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Tableau 9. Nombre des colonies des actinomyceétes isolées des sols agricoles d’El -Oued et Ouargla.

Nombre des colonies Milieu GLM Milieu Bennett Total
Sol El Oued 5 7 12
Sol Ouargla 6 9 15

3.2. Isolement par enrichissement
Une souche SRH22 a été isolée a partir du sol de Ouargla en présence de 1’herbicide fortin a une

concentration de 50 mg/L comme seule source de carbone dans le milieu minimum de Vandermess.

4. Caractérisation morphologique métabolique et physiologique des actinobactéries
isolées par les deux techniques

4.1.Caractérisation macroscopique et microscopique

L'observation macroscopique des colonies isolées a été effectuée dans les milieux ISP
(International Streptomyces Project) suivants : ISP2, ISP7 et ISP9. De plus, le milieu Bennett a été
inclus pour la caractérisation culturelle des colonies et I'observation de la couleur du mycélium

aérien. Les résultats sont présentés dans les tableaux 10 et 11.

Les isolats obtenues a partir du sol d’El-Oued et de Ouargla, ont montré une bonne croissance
dans les milieux ISP2 et Bennett, et une croissance modérée dans les milieux ISP7 et ISP9. L’aspect
macroscopique des colonies est sous forme sphérique, convexes, de petite taille avec un contour
régulier. Presque la totalité soit 90% des colonies étaient compactes qui s‘incrustent dans la gélose.
Huit isolat qui proviennent d’El-Oued, soit un pourcentage d’environ 67% ont développé des
mycéliums aériens en milieu ISP2 de couleur qui varie du gris foncé a gris clair, et rose chez la
bactérie CH. Les actinobactéries récoltées a partir du sol de Ouargla (100%) ont monté des

myceéliums aériens de couleur varie de gris a gris foncé.

Les souches d’El-Oued présentent des mycéliums de substrat de couleur marron, brun fonce et
rose clair pour la souche CH, tandis que les souches de Ouargla ont des couleurs grise, marron, alors

que la bactérie SRH22 a un mycélium de substrat de couleur jaune.

Un pigment de couleur marron foncé diffusible a été observé dans le milieu ISP2, ISP7 et ISP9

pour 50% des actinobactéries isolés d’El-Oued. Ce sont les isolats B1, B2, C1, C2, C3 et C4. Cette
75



Résultats et discussion

coloration a ¢été¢ également observée chez 13 isolats obtenus a partir du sol de Ouargla. L’isolat
SRH22 produit pigmentation de couleur jaune (Figure 27). Toutes les colonies se sont
moyennement développées apres 3 jours d’incubation. Les mycéliums aériens ont été observés apres
7 jours d’incubation. L’observation microscopique de toutes les colonies isolées, a montré des
bactéries filamenteuses, avec une coloration de Gram positive. Selon Goodfellow et al. (1987), les

isolats présentent les caractéristiques culturelles et microscopiques des actinomycetes.

Tableau 10. Caractéristiques macroscopiques et culturelles de souches isolées du sol d’El -Oued.
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Tableau 11. Caractéristiques macroscopiques et culturelles de souches isolées du sol de Ouargla.

IT5 | SPA | SPA | SPA | SPA | SPA | IT Herb | SRH | IT6 IT3 ITL | SC SPA | IT4
2 5 3 8 4 22 7
ISP Croiss ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
2 ance
Coule | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc
ur de he he he he he he he he he he he he he he he
coloni
e
Mycél | Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Grisat | Gris Gris Gris Gris Grisc
ium foncé claire | Foncé | claire | foncé | foncé rea foncé | foncé | foncé | lair
aérien clair
gris
Mycél | Marro | Marro | Marro | Marrr | Marro | Marro | Brund | Marro | Jaune | Brund | Marro | Brund | Brun | Marro | Marr
ium n n n on n n trea n trea n trea foncé | n on
de brun foncé brun brun
substr
at
Pigme | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Jaune | Abse | Marro | Marro | Marro | Marro | Marr
ntatio | n n n n n n n n nt n n n n on
n foncé | foncé | foncé | foncé | Foncé | Foncé | foncé | foncé foncé | Foncé | foncé | foncé | foncé
ISP Cl’oiss + + + + + + + + + + + + + + +
7 ance
Coule | Blanc | Blanc | Rose Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc
ur de he he he he he he he he he he he he he he
coloni
e
Mycél | Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Grisat | Gris Gris Gris Gris Grisc
ium foncé claire | Foncé | claire | foncé | foncé rea foncé | foncé | foncé | lair
aérien clair
gris
Mycél | Marro | Marro | Marro | Marrr | Marro | Marro | Brund | Marro | Jaune | Brund | Marro | Brunad | Brun Marro | Marr
ium n n n on n n tre a n tre a n tre a foncé | n on
de brun foncé brun brun
substr
at
Pigme | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Jaune | Abse | Marro | Marro | Marro | Marro | Marr
ntatio | n n n n n n n n nt n n n n on
n foncé | foncé | foncé | foncé | Foncé | Foncé | foncé | foncé foncé | Foncé | foncé | foncé | foncé
ISP | Croiss | + + + + + + + + + + + + + + +
9 ance
Coule | Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Abse | Gris Grisat | Gris Gris Gris Gris Grisc
ur de foncé claire | Foncé | claire | foncé | nt rea foncé | foncé | foncé | lair
coloni clair
e gris
Mycél | Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Grisat | Gris Gris Gris Gris Grisc
ium foncé claire | Foncé | claire | foncé | foncé rea foncé | foncé | foncé | lair
aérien clair
gris
Mycél | Marro | Marro | Marro | Marrr | Marro | Marro | Brund | Marro | Jaune | Bruna | Marro | Brund | Brun Marro | Marr
ium n n n on n n trea n trea n trea foncé | n on
de brun foncé brun brun
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substr
at
Pigme | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Jaune | Abse | Marro | Marro | Marro | Marro | Marr
ntatio | n n n n n n n n nt n n n n on
n foncé | foncé | foncé | foncé | Foncé | Foncé | foncé | foncé foncé | Foncé | foncé | foncé | foncé

Ben | Croiss | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

tt ance

ne Coule | Blanc | Blanc | Rose Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc | Blanc
ur de he he he he he he he he he he he he he he
coloni
e
Mycél | Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Gris Grisat | Gris Gris Gris Gris Grisc
ium foncé claire | Foncé | claire | foncé | foncé rea foncé | foncé | foncé | lair
aérien clair

gris

Mycél | Marro | Marro | Marro | Marrr | Marro | Marro | Brund | Marro | Jaune | Brund | Marro | Bruna | Brun | Marro | Marr
ium n n n on n n tre a n trea n trea foncé | n on
de brun foncé brun brun
substr
at
Pigme | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Marro | Jaune | Abse | Marro | Marro | Marro | Marro | Marr
ntatio | n n n n n n n n nt n n n n on
n foncé | foncé | foncé | foncé | Foncé | Foncé | foncé | foncé foncé | Foncé | foncé | foncé | foncé

(++) : Croissance forte, (+) : Croissance modérée

4.2.

Figure 27. Production des pigments mélanoides par les souches

provenant du sol de Ouargla.

Caractérisation métabolique et physiologique des isolats d’actinobactéries

Un ensemble de caractéristiques physicochimiques a ét¢ évalué. Il s’agit de la croissance a

divers pH et températures, I'aptitude des souches a métaboliser une gamme de sources de carbone et

d'azote, certaines activités enzymatiques, ainsi que leur capacité de croissance dans des

concentrations variables de NaCl (Tableaux 12 et 13). Les résultats obtenus révelent que toutes les
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actinobacteries (100%) isolées a partir du sol d'EI-Oued et de Ouargla, ont montré une capacité de

production de I’amylase. L’activité enzymatique gélatinase et caséinase des souches de Ouargla

(53,33% et 66,66% respectivement) est supérieure a celles d'EI-Oued (50% et 58,33%
respectivement). Les mémes résultats ont été observés dans les tests de peptonisation et de la
coagulation du lait, une activité élevée des bactéries isolées des sols de Ouargla (66,66%) par
rapport aux celles du sol d'EI-Oued (58,33%). Pour le catalase, 100% des isolats d’El-Oued et

Ouargla ont la capacité de le produire.

Les D-glucose et D-galactose ont été utilisé par tous les isolats d’El-Oued et d’Ouargla (100%),
tandis que pour le fructose, il a été utilisé par 99,33% des souches de Ouargla contre 66,66% des
souches d’El-Oued.

Toutes les sources d'azote testées, incluant la proline, l'arginine, la thréonine, I'histidine,

I'asparagine, la tyrosine et la méthionine, ont été utilisées par la plupart des isolats actinobactériens.

Les actinobactéries d'EI-Oued ont présenté une croissance modérée (33,33% des bactéries)
sur les milieux contenant seulement 5% de chlorure de sodium, et une croissance abondante de
toutes les bactéries (100%) a la concentration de 2%. Une seule bactérie C (8,33%) est capable de
croitre dans la concentration 9%, par contre a la concentration 15% de NaCl, aucune croissance n'a
été observée. En revanche, les bactéries de Ouargla ont montré une capacité maximale de croissance
dans les concentrations de 2% et 5%, avec 100% et 86,66% des bactéries se développant dans ces
conditions respectivement. Dans la concentration de 9%, seules 5 isolats (soit 33,33%) étaient
capables de croitre a cette concentration, tandis qu'aucune croissance n'a été observée la

concentration de 15% de NaCl.

Toutes les bactéries isolées d'EI-Oued et de OQOuargla ont démontré une capacité
exceptionnelle de croitre sur toute la gamme de pH testée (2, 5, 7, 9 et 12), avec une croissance
optimale, abondante observée au pH 7. De plus, les isolats ont présenté une croissance abondante
dans les températures allant de 25°C a 37°C, avec une croissance optimale enregistrée a 30°C.

Cependant, une croissance minimale a été observée a la température 40°C.
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Tableau 12. Caractéristiques métaboliques des souches isolées d’El-Oued.

ClL C2 C3 Bl CH C B2 3G GH CB GL C4
Croissance a:
Température
25°C + + + + + + + + + + + +
30°C ++ ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
37°C + + + + + + + + + + + +
40°C A L & S A A -+ -1+ -+ A+ -+
pH
2 + + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + + +
7 ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
9 + + + + + + + + + + + +
12 + + + + + + + + + + + +
NaCl
2% ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
5% - - - - + - - - + + - +
9% - - - - - + - - - - - -
15% - - - - - - - - - - - -
'ité anzymatique :
olyse de ’amidon + + + + + + + + + + + +
rolyse de caséine + + - + + - - + + + - -
Jlyse de la gelatine + - + + - + + - - - - +
agulation du lait + + - + + - - + + + - -
écrémé
tonisation de lait + + - + + - - + + + - -
écrémé
Catalase + + + + + + + + + + + +
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ation des: Source de

carbone

D-Fructose
D-Glucose
D-Galactose

ource d’azote

Proline
Argenine
Thréonine
Histidine
Asparagine
Tyrosine

Methionine

(++) : Croissance forte, (+) : Croissance modérée, (+/-) : Croissance faible

- + - +
+ + + +
+ + + +
+ + - +
+ + + +
- + + -
+ + - -
- + -+

+ + - +
+ + + +

Tableau 13. Caractéristiques métaboliques des souches isolées du sol de Ouargla.
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IT5 SPA2 SPA5 SPA3 SPA8 SPA4 IT  Herb SRH2 IT5 IT3 IT1 SC SPA7 IT4
2
Croissance a:
Température
25°C + + + + + + + + + + + + + + +
30°C ++ ++ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
37°C + + + + + + + + + + + + + + +
40°C e & L e A & Y & L L £ -+ -+ A+
pH
2 + + + + + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + + + + + +
7 ++ 4+ ++ ++  ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++
9 + + + + + + + + + + + + + + +
12 + + + + + + + + + + + + + + +
NaCl
2% ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
5% - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++
9% - - - - + - + + + - - - + - -
15% - - - - - - - - - - - - - - -
Activité anzymatique :
Hydrolyse de I’amidon + + + + + + + + + + + + + + +
Hydrolyse de caséine - + + - + + + + + + - - + - +
Hydrolyse de la gelatine - + - + - - + + + - + + + - -
Coagulation du lait - + + - + + + + + + - - + - +
écrémé
Peptonisation de lait - + + - + + + + + + - - + - +
écrémeé
Catalase + + + + + + + + + + + + + + +
Utilisation des: Source de
carbone
D-Fructose + + + + + + + + + + + - + + +
D-Glucose + + + + + + + + + + + + + + +
D-Galactose + + + + + + + + + + + + + + +
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Source d’azote

Proline + + + - + - + + + + + + +
Argenine + + + + - + + + + + + + +
Thréonine - + + - + - - - + + + + +
Histidine + + + - + + - + + - - + +
Asparagine - + - + - + + - + + + + +
Tyrosine + + + - + - + + + + + + +
Methionine + + + + + + - + + + - +

(++) : Croissance forte, (+) : Croissance modérée, (-/+) : Croissance faible

4.3. ldentification moléculaire des souches

L'arbre phylogénétique présenté dans la figure 28, a été créé en en comparant, aumoyen de
BLAST, les séquences du gene de I'ARNr 16S des isolats avec des séquences du gene de I'ARNTr
16S des actinobactéries Streptomyces provenant des bases de données NCBI, et un alignement

multiple des séquences a éteé realise.

Les résultats montrent que tous nos isolats ont une grande similarité (de 99 a 100% de
similitude) avec des especes de Streptomyces, tandis que la souche SRH22 a une similitude de 88%

a 99% avec les Streptomyces.

En se basant sur les données moléculaires et phylogénétiques, les isolats bactériens ont été
caractérisés comme suit : Streptomyces sp. Souche SRH22 (numéro d'accession 0Q302556),
Streptomyces stelliscabiei. Souche B2 (numéro d'accession PP413746), Streptomyces heliomycini.
Souche C1 (numéro d'accession PP413747), Streptomyces heliomycini. Souche C3 (numéro
d'accession PP413748), Streptomyces toxytricini. Souche CH (numéro d'accession PP413749),
Streptomyces variabilis. Souche Herb (numéro d'accession PP413750), Streptomyces rochei. Souche
IT (numéro d'accession PP413751), Streptomyces sp. Souche SPA2 (numéro d'accession PP413753),

et  Streptomyces griseoincarnatus. Souche SC  (numéro  d'accession  PP413754).
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Figure 28. Arbre phylogénétiquue selon la méthode des distances (Neighbor-Joining) basé sur les
séquences du gene de I'ARNr 16S, montrant les voisins les plus proches des souches isolées. Les numéros
d'accession a la GenBank sont indiqués a c6té des branches.
5. Screening des souches dégradantes des pesticides
5.1. Screening qualitatif
Les souches actinobactériennes qui proviennent des sols agricoles d’El-Oued et de Ouargla, ont

montré des réponses dissemblables entre elles.

5.1.1. Les souches d’El-Oued
Douze souches d'actinobactéries ont été prélevées a partir le sol de la ville d'EI-Oued, les

résultats de la capacité des 12 souches testées a utiliser les pesticides aliettes flash, metricam et decis

25EC sont présentés dans le tableau 14.

Les résultats obtenus indiquent que, pour I’herbicide metricam, trois souches, Soit un
pourcentage de 25%, ont démontré une bonne capacité de croissance a toutes les concentrations
testées (de 1 mg/L a 200 mg/L). Un nombre de 5 actinobactéries soit (41,66 %) ont réussi a croitre
dans des concentrations allant de 1 mg/L a 50 mg/L et 75% des souches ont pu croitre a des
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concentrations allant de 1 mg/L jusqu’a 25 mg/L. En revanche, 3 souches (25%) n'ont pas pu utiliser

toutes les concentrations de metricam pour leurs croissances (Figure 29).

Pour le fongicide aliette flash, les résultats révelent que 5 souches bactériennes soit (41,66%)
ont pu croitre dans les concentrations allant de 1 mg/L a 50 mg/L. 8 souches (66,66%) ont pu croitre
aux concentrations allant de 1 mg/L a 25 mg/L. Une souche (8,33%) n’a pu utiliser que la
concentration 1 mg/L pour la croissance. Au-dela, ces actinobactéries ne résistent pas a d’autres
concentrations plus élevées 100 mg/L et 200 mg/L. Le reste des bactéries (25%) se sont révélées
incapables d'utiliser I'nerbicide aliette flash pour leur croissance dans toutes les concentrations
testées.

En présence de I’insecticide decis 25EC, une souche B2 a révélé une capacité de croitre en
présence de I’insecticide aux concentrations de 1 mg/L a 50 mg/L. Une autre souche C4, a pu croitre
a la concentration 10 mg/L et 25 mg/L seulement. En revanche 5 bactéries soit (41,66%) ont montré
une croissance uniquement a la concentration 10 mg/L. Pour la concentration 1 mg/L, 9 bactéries
soit (75%) ont présenté une croissance significative. Par ailleurs, aucune croissance n’a été observée
pour les trois bactéries restantes. Selon les résultats obtenus, 100% des isolats sont incapables

d’utiliser I’insecticide a des concentrations élevées de 100 mg/L et 200 mg/L.

La capacité des actinobactéries a utiliser ces pesticides comme source de carbone et d’énergie,
pourrait étre expliquée par le fait que ces bactéries se sont adaptées a ces sols longtemps exposés a

ces produits phytosanitaires.

86



Résultats et discussion

Tableau 14. Isolats provenant du sol d’El-Oued capables de se développer en utilisant le pesticide

comme seule source de carbone et d’énergie.

Pesticides
Souches Aliette Flash Metricam Decis 25EC
1 10 | 25 |50 | 100|200 1 10 | 25 | 50 | 100 | 200 1 10 | 25 | 50 | 100 | 200

C2 +++ |+ |+t - - - +++ |+ |+ - - - +++ | ++ - - - -
C3 +4++ | 4+ |+ + - - +++ | ++ ++ +++ | - - ++ + - - - -
CH +++ | -+ | | - - +++ | A | A | A |+ + +++ | - - - - -
C4 ++ + + - - - +H+ | A+ | | - - - ++ ++ + - - -
B2 4+ | | |+ - - +++ | 4+ | |+ + + +++ | | | | - -
3G +++ | ++ + - - - +++ |+ |+ | - - - + - - - - -
CB + - - - - - +++ |+ |+ | - - - + - - - - -
C 4+ | | | - - - +++ |+ | ++ - - - ++ + - - - -
B1 - - - + - - - - - + - - - - - - - -
C1 +++ | e+ | |+ - - 4+ | | A | A |+ + + - - - - -

(-) : réponse négative, (+) : réponse modérément positive, (++) : réponse importante, (+++) ; réponse intensément

positive.

5.1.2.

Figure 29. Croissance de la souche CH dans le milieu MSM avec 50
mg/L de metricam.

Les souches de Ouargla
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A partir du sol de Ouargla, 15 souches ont été isolées et testées sur une gamme de
concentration (de 1 mg/L a 200 mg/L) des pesticides : fortin, horizon et decis 25EC (Tableau 15) et
(Figure 30).

Pour I'herbicide fortin, 5 isolats soit (33,33%) ont pu I’utiliser a des concentrations allant de 1
mg/L a 50 mg/L. Une seule bactérie (6,66%) parmi ce lot a résisté a la concentration de 200 mg/L, il
s’agit de I’isolat IT. A des concentrations faibles (25 mg/L et 10 mg/L), 10 actinomycétes soit un
pourcentage de 66,66 %, ont pu l'utiliser comme source de carbone. En revanche, dans la
concentration la plus faible 1 mg/L, 11 bactéries révelent une croissance. Un nombre de 4 isolats ne

présente aucune croissance sur I’herbicide testé.

Les résultats obtenus pour le fongicide horizon ont montré que 7 souches soit (46,66%) ont
révéelé une faible capacité de croissance dans la concentration faible de 1 mg/L du fongicide, a
I’exception d’une seule souche (IT) qui a résistée jusqu’a la concentration de 25 mg/L du fongicide.

Aucune bactérie n’était capable d’utiliser I’horizon dans les concentrations 50 mg/L, 100 mg/L et

200 mg/L.

Les résultats de la biodégradation de I’insecticide decis 25EC révélent que 5 souches se sont
développées dans les concentrations de 1 mg/L a 50 mg/L. Dans la concentration 10 mg/L, 11
souches présentent une croissance remarquable. D’autre part, 3 isolats ont dégradé 1’insecticide

uniquement a la concentration 1 mg/L. Aucune actinobactérie n’a pu pousser aux concentrations de

100 mg/L et de 200 mg/L.

Tableau 15. Isolats provenant du sol de Ouargla capables de se développer en utilisant le pesticide
comme seule source de carbone et d’énergie.
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Pesticides
Souches Fortin Horizon Decis 25EC
1 10 | 25 | 50 100 | 200 10 | 25 | 50 [ 100|200 1 10 | 25 | 50 | 100 | 200

IT5 - - - - - - - - - - - - +4+4+ | ++ + + - -
SPA 2 4 | | | A |+ - + - - - - - + + - - - -
SPA 5 +++ | ++ ++ - - - - - - - - - ++ ++ - - - -
SPA 3 ++ ++ + - - - - - - - - - + + - - - -
SPAS +4++ |+ |+t - - - + - - - - - + + - - - -
SPA4 |+ |+ - - - + - - - - - ++ |+ [+ + - -
IT 4 | | | A |+ + + + + - - - ++ ++ + + - -
Herb -+ | | | |+ - + - - - - - ++ ++ + + - -
SRH22 -+ | | | |+ - + - - - - - + + - - - -
IT6 - |- - |- - S B I I - + |- - - |- -
IT3 - |- - |- - S B I I - + |- - - |- -
IT1 ++ ++ + - - - - - - - - - - - - - - -
SC ++ ++ ++ ++ - - - - - - - - ++ ++ - - - -
SPA7 - - - - - - + - - - - - + |+ |+ + - -
IT4 + - - - - - - - - - - - + - - - - -

(-) : réponse négative, (+) : réponse modérément positive, (++) : réponse importante, (+++) ; réponse intensément

positive.

Metricam 50 mg/L

Aliette Flash 50 mg/L

Témoin

Decis 50 mg/L
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Figure 30. Croissance de la souche B2 en présence des 3 pesticides (metricam,
aliette flash et decis 25EC) a la concentration 50 mg/L.

5.2. Cinétique de croissance des actinobactéries actives en milieu liquide (Screening
guantitatif)
5.2.1. Le sol d’El-Oued
Les souches testées dans le screening qualitatif qui ont présenté une bonne croissance en

présence des pesticides testés a la concentration 50 mg/L, ont été sélectionnées pour tester leur
comportement dans un milieu minimum, en présence de pesticide comme seule source de carbone.
Les souches choisies du sol d’El-Oued sont : CH, B2, C1, C3 et B1. Les cinétiques de croissance de

ces souches, ont été testées sur les pesticides metricam, aliette flash et decis 25EC (Figures 31-35).

Figure 31. Cinétique de la croissance de la souche B2 en Figure 32. Cinétique de la croissance de la souche CH en
présence des pesticides metricam, decis et aliette flash. présence des pesticides metricam, decis et aliette flash.

Figure 33. Cinétique de la croissance de la souche B1 en Figure 34. Cinétique de la croissance de la souche C3 en
présence des pesticides metricam, decis et aliette flash. présence des pesticides metricam, decis et aliette flash.

90



Résultats et discussion

Figure 35. Cinétique de la croissance de la souche C1 en
présence des pesticides metricam, decis et aliette flash.

5.2.2. Le sol de Ouargla
Les souches provenant a partir du sol de Ouargla sélectionnées, sont celles qui présentent la

capacité a utiliser le glyphosate a 50 mg/L. 1l s’agit de 5 isolats dénommés comme suit : Herb, SRH
22, SPA, SPA C1, IT2. Les résultats de la cinétique de croissance de ces souches en présence des

pesticides Fortin et Décis 25EC sont représentés dans les figures 36-40.

Figure 36. Cinétique de la croissance de la souche SPA 2 Figure 37. Cinétique de la croissance de la souche Herb
en présence des pesticides fortin, decis et horizon. en présence des pesticides fortin, decis et horizon.
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Figure 38. Cinétique de la croissance de la souche IT Figure 39. Cinétique de la croissance de la souche SRH22
en présence des pesticides fortin, decis et horizon. en présence des pesticides fortin, decis et horizon.

Figure 40. Cinétique de la croissance de la souche SC
en présence des pesticides fortin, decis et horizon.

Les courbes représentant les cinétiques de croissance des souches qui proviennent de la ville
d’El-Oued et de Ouargla, montrent des résultats dissemblables. lls sont tous caractérisés par une
absence de phase de latence. Ceci est probablement di au fait que le milieu a été inoculé a partir
d'une pré-culture de 3 jours. Cet inoculum a permis aux cellules bactériennes de mieux s'adapter au

nouveau milieu.

Pour I'herbicide metricam, I’isolat B2 a donné une meilleure croissance en présence du
pesticide qui a augmenté de 4,1%. Les souches C; et C3 ont présenté également une augmentation de
3,5%. Suivies par les isolats CH qui ont augmenté de 3,3%. Une faible croissance en présence de
I’herbicide metricam a été observée chez la bactérie B1 avec un pourcentage de croissance 1%. Cet

herbicide est utilisé par ces actinobactéries.

92



Résultats et discussion

Pour le fongicide aliette flash, les souches CH, C3, B2, C1 et B1 ont une croissance estimee
par un pourcentage de 2%. 2,1%. 2,2%. 3,1% et 3,3% t. Ce fongicide est relativement moins utilise

par ces bactéries, comparativement a I'herbicide metricam.

Concernant 1’insecticide decis 25EC, le plus grand taux de croissance a été obtenu par ’isolat
B2, avec un pourcentage de 2,5%, suivie par B1 avec 1,4% et C3 avec 1%. Les isolats CH et C1 ont
utilise faiblement ce pesticide avec un taux de croissance de 0,5% et 0,9% respectivement. Aucune
difference significative dans la croissance des isolats actinobactériens CH, B2, C1 et C3 en présence

des pesticides a 50 mg/L (p-value>0.05).

Les actinobactéries isolées a partir du sol de Ouargla, présentent une bonne croissance en

présence de I’herbicide fortin, contrairement au 1’insecticide decis 25EC et le fongicide horizon.

En ce qui concerne le fortin, les bactéries SPA2 et IT ont présenté une croissance maximale
par une augmentation de 3,7%. Les autres bactéries Herb, SRH22 et SC ont des valeurs de

croissance un peu moins faibles de 3%, 3,4% et 3% respectivement.

La croissance des isolats des actinobactéries en présence du fongicide horizon est tres faible,
ne dépassent pas 0,6%: SRH22 (0,6%), Herb (0,6%), IT (0,5%), SPA2 (0,4%), et SC (0,2%).

Dans le cas de I’insecticide decis 25EC: on a remarqué que les bactéries croissent d’une
vitesse faible: IT (2%), SPA2 (1,3%), SRH22 (1,1%), SC (1,1%) et Herb (0,8%). Aucune différence
significative dans la croissance des isolats actinobactériens SPA2, Herb, IT, SRH22 et SC en

présence des pesticides a 50 mg/L (p-value>0.05).

A la lumiére de ces résultats préliminaires obtenus, il apparait que les deux herbicides: fortin
(matiere actibe le glyphosate), et le metricam (matiere active la métribuzine), sont plus utilisés par
les actinobactéries testées. Pour cela, des études plus poussees ont été entreprises pour la suite des
travaux, afin de déterminer entre autres, les cinétiques de croissance et de biodégradation, ainsi que

I’optimisation des conditions nécessaires pour une dégradation maximale.

6. Biodégradation de la métribuzine

6.1. Cinétique et optimisation des conditions de biodégradation
Le suivi de la concentration de la métribuzine biodégradée par les souches sélectionnées CH,

B2, C1 et C3 dans le milieu réactionnel MSM a été déterminée par une méthode spectro-
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photométrique proposée par Kadam et Pejaver. (2023). L’optimisation de la dégradation du
pesticide a été réalisée pour les parametres essentiels qui conditionnent une bonne biodégradation.

I s’agit du pH, de la température et du volume d’inoculum.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans les figures 41-44.

Figure 41. Détermination de la quantité de la métribuzine dégradée par la souche CH apres 15 jours
d’incubation, dans différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum (C), avec
le témoin abiotique.
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Figure 42. Détermination de la quantité de la métribuzine dégradée par la souche C3 apreés 15 jours
d’incubation, dans différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum
(C), avec le témoin abiotique.
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Figure 43. Détermination de la quantité de la métribuzine dégradée par la souche B2 durant 15 jours
d’incubation, dans différents pH (A), différentes températures (B), et différents volume d’inoculum (C),
avec le témoin abiotique.
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Figure 44. Détermination de la quantité de la métribuzine dégradée par la souche Cldurant 15 jours
d’incubation, dans différents pH (A), différentes températures (B), et différents volume d’inoculum (C), avec
le témoin abiotique.

La dégradation de la métribuzine a été mesurée a différents valeurs de pH, de température et
du volume d'inoculum, afin de déterminer les conditions optimales pour la biodégradation
maximale de cet herbicide par nos isolats. Les résultats de la dégradation a différents pH révelent

des taux de biodégradation variables selon les bactéries et le pH du milieu.

Les actinobactéries CH, B2, C1 et C3 montrent des taux de dégradation maximale de
69,14%, 51,74%, 73,06% et 43,74% respectivement a un pH neutre de 7,2. Nous soulignons ici la
capacité de la bactérie C1 qui présente un bon taux de biodégradation estimé a 73,06 %. En
revanche, les taux de dégradation au pH=6, sont relativement bas. Les pourcentages de la

métribuzine dégradées étaient de 34,46%. 33,62%. 48,12%. 24,84% par les mémes bactéries. Dans
97



Résultats et discussion

le pH alcalin (pH=9). Les bactéries CH, B2, C1 et C3 ont pu dégrader 28,24%. 27,12%. 40,4% et

18,6% de la métribuzine respectivement.

La capacité de dégradation des mémes isolats (CH, B2, C1 et C3) a dégrader I’herbicide dans
le pH acide (pH=4), était relativement encore plus faible de I’ordre de 10,46%. 12,14%. 24,08% et
11,74%. Ces résultats montrent clairement que les isolats des actinobactéries testés, préferent un

milieu neutre.

Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Kadam et Pejaver. (2023), qui ont
trouvé que le pH optimal pour dégrader 80,38% de la métribuzine, par Olivibacter oleidegradans

SPO1 est le pH neutre. Ce taux de dégradation est atteint aprés 120 heures d’incubation.

La bactérie Bacillus sp. N1 a démontré un taux de biodégradation maximal de 78,4 % de 20

mg/ L de la métribuzine & un pH neutre, au cours de 120 heures d'incubation (Zhang et al., 2014).

Concernant la température, la dégradation optimale de la métribuzine a été observée dans la
température 30°C avec un pourcentage de dégradation de ’ordre de 69,14%, 51,74%, 73,06% et
43,74% par les bactéries CH, B2, C1 et C3 respectivement. A des valeurs inférieures a 30°C, les
bactéries ont montré une préférence pour une tempeérature de 25°C, ou des taux de dégradation
moyens de 54,04%, 33,04%, 45% et 33,64% ont été obtenus pour les bactéries CH, B2, C1 et C3
respectivement. En revanche, les taux de dégradation étaient plus faibles a la température de 10°C,
avec des valeurs de l'ordre de 9,66%, 8,94%, 20,34% et 14,04% pour les mémes bactéries. A une
température de 37°C, les bactéries CH, B2, C1 et C3 ont montré des taux de dégradation de 48,56%,
28,96%, 40,9% et 29,16% respectivement. On remarque que seule la souche CH a une activité de
dégradation élevée a la température 37°C que celui a la température 25°C contrairement aux autres

bactéries.

Ces résultats sont en accord avec les études menées par Kadam et Pejaver. (2023) et Zhang
et al. (2014) qui ont confirmé que la température optimale pour la dégradation maximale de la
quantité initiale de la métribuzine par les bactéries Olivibacter oleidegradans SPO1 et Bacillus sp.
N1 est 30°C.

Pour ce qui est du volume d'inoculum. Ce facteur a montré une influence sur la capacite des

bactéries testées a dégrader 1'herbicide. 1l a été observé que 4% de I’inoculum bactérien est la plus

98



Résultats et discussion

nécessaire pour dégrader la plus grande quantité de la métribuzine, dont le taux de biodégradation
était 69,14%, 51,74%, 73,06% et 43,74% par les bactéries CH, B2, C1 et C3 respectivement.
Néanmoins, dans les volumes d’inoculum supérieures ou inférieures a 4%, le taux de biodégradation
diminue, les faibles taux de dégradation ont été observes dans le volume 2% dont les bactéries CH,
B2, C1 et C3 dégradent 16%. 13,14%. 21,54% et 19,56% respectivement. Pour les volumes
d'inoculum de 7% et 9%, les résultats montrent des pourcentages de biodégradation de I'ordre de
25,04%. 19,7%. 49,62% et 40,32 % pour un volume d'inoculum de 7%. Pour un volume d'inoculum
de 9%, les pourcentages sont d'environ 20,18%. 14,14%. 36,34% et 29,18% pour les bactéries CH,
B2, C1 et C3 respectivement.

Zhang et al. (2014) ont trouvé que le volume d’inoculum de 5% était 1’optimale pour la
dégradation de 76,4% de la métribuzine par la bactérie Bacillus sp. N1. Tous les valeurs de pH,
température et le volume d’inoculum testés ont montré un impact significatif sur le taux de
dégradation de la métribuzine par les bactéries CH, B2, Clet C3 durant tous les jours d’incubation
(P-value <0.0001).

6.2. Analyse de la biodégradation de la métribuzine par GC-MS
Une autre technique plus performante a été utilisée afin de confirmer la biodégradation de la
métribuzine par nos isolats. Apres ensemencement des isolats CH, B2, C1 et C3 et le consortium
RH2 dans des milieux minimum liquide, contenant la métribuzine a la concentration de 50 mg/L et
incubé pendant 15 jours aux conditions optimales, pH=7,2, température 30°C et un volume
d’inoculum de 4%. Les résultats obtenus sous forme de pics sont représentés dans la figure 45. Les

concentrations de la métribuzine dégradée sont mentionnées dans les figures 46 et 47.
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Figure 45. Les pics GC-MS de la métribuzine du consortium RH2 (A) et la bactérie B2 (B).

Figure 46. Détermination de la quantité de métribuzine dégradée par les souches CH,
B2, C1, C3 et le consortium RH2 aprés 15 jours d’incubation.
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Figure 47. Taux de dégradation de métribuzine par les souches CH, B2, C1, C3 et le
consortium RH2 Aprés 15 jours d’incubation.

Les résultats obtenus montrent que les quatre souches sont capables d’éliminer la
métribuzine, apres 15 jours d’incubation. Les isolats CH, B2, C1 et C3 dégradent 80,38%. 76,88%.
83,12% et 79,52% de concentration de 50 mg/L de métribuzine.

Dans des travaux similaires, différents isolats bactériens ont exhibés une capacité a dégrader
la métribuzine. Zameer et al. (2023) ont trouvé que la souche bactérienne Bacillus sp. A6 est
capable de dégrader 14,8% de la concentration initiale du métribuzine 50 ppm durant 4 jours

d’incubation.

L’étude de Kadam et Pejaver. (2023) a présenté une dégradation de 85% de 20 mg.L™ de la
métribuzine par la souche Olivibacter oleidegradans SP01 durant 120. La bactérie Paracoccus sp

QCT6 a pu éliminer 86.4% de 50 mg/L de métribuzine en 7 jours d’incubation (Huang et al., 2017).

Une étude similaire menée par Madhuban et al. (2012) a rapporté que la souche

Burkholderia cepacia CH9 dégrade environ 86% de la métribuzine en 20 jours.

Le consortium RH2 formé de quatre bactéries (CH, B2, C1 et C3) a démontré un taux de

dégradation trés appréciable atteignant 84,7% dans les conditions optimales (pH=7,2.
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Température=30°C et volume d’inoculum 4%) par rapport aux bactéries pures CH, B2, C1, et C3

qui ont dégradé 80,38%. 76,88%. 83,12%. 79,52% respectivement dans les mémes conditions.

Les consortiums ont tendance a dégrader les polluants de maniere plus efficace que les
cultures pures, en raison des interactions synergiques entre les différents isolats du consortium
bactérien et des métabolites produits par une souche qui peuvent influencer le développement et le
métabolisme d'une autre souche (Varghese et al., 2021; Dar et Kaushik, 2023).

Les études sur la biodégradation de métribuzine par un consortium bactérien sont tres
limitées. Wahla et al., 2019 ont trouvé une dégradation de 95,6% de 50 mg/L de métribuzine par un
consortium bactérien MB3R immobilisé sur du biochar, constitué de quatre bactéries Rhodococcus
rhodochrous sp. AQ1, Bacillus tequilensis sp. AQ2, Bacillus aryabhattai sp. AQ3 et Bacillus

safensis sp.

Phillips et Boopathy. (2022) ont testé la biodégradation de la métribuzine par 3 consortiums
bactériens développés a partir d'une boue collectée dans une station d'épuration dans différentes
conditions d'accepteurs d'électrons (conditions réductrices de nitrate, réductrices de sulfate et des
accepteurs d'électrons mixtes). lls ont trouvé que les conditions d'accepteurs d'électrons mixtes a
donné une dégradation maximale de la métribuzine de 92,6%, suivit par une élimination maximale
de condition de réduction des sulfates, la métribuzine a été eliminée a 62%, puis une dégradation

faible de 57% de la métribuzine a été observée en condition de réduction des nitrates.

Les constantes de vitesse pour la dégradation de la métribuzine par les isolats CH, B2, C1 et C3
correspondent parfaitement a une cinétique de second ordre (la valeur de R2 = 0,96 (CH), R2=0,83
(B2), R2=0,99 (C1), R2= 0,87 (C3). La cinétique de dégradation de la métribuzine par la souche C1
était plus élevée que celle de CH, B2 et C3, ce qui se traduit par des valeurs plus élevées pour la

constante de vitesse k et des valeurs correspondantes plus faibles pour la demi-vie t1/2 (tableau 16)

Tableau 16. Constante de vitesse du second ordre (k) et demi-vie (t1/2) pour la dégradation de la métribuzine (50
mg/L) par les souches CH, B2, C1 et C3.
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Souches Kk (d_l) t1/2 (d) R’

CH 0.0054 3.7 0.96
B2 0.0044 4.54 0.83
Cl1 0.0066 3.03 0.99
C3 0.0051 3.92 0.87

6.3. Evaluation du carbone organique totale (TOC)

Les résultats de la réduction du carbone organique total par les bactéries CH, B2, C1, C3 et par

le consortium RH2, en utilisant la métribuzine comme seule source de carbone, sont présentés dans

la figure 48.

Apres 15 jours d’incubation, le pourcentage de la réduction du COT était 71,55%. 57,22%,

60,79%, 75,99% par les bactéries CH, B2, C3 et C1 respectivement.

Le consortium bactérien RH2 a pu éliminer 85,43% du carbone organique total durant 15 jours

d’incubation.
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Figure 48. Réduction de carbone organique total COT par les actinobactéries CH, B2, C1, C3 et
le consortium RH2 de ces bactéries durant la dégradation du 50 mg/L de la métribuzine pendant
15 jours d’incubation.

La réduction du carbone organique total durant 1’incubation des souches confirme, une
assimilation du carbone organique qui peut généralement se terminer par une minéralisation totale
du produit. Dans ce travail nous avons constaté que le consortium RH2 a présenté un taux de
réduction le plus éleve par rapport aux cultures pures, cela confirme que le consortium est plus actif

que les bactéries seules pour la biodégradation de la métribuzine.

6.4. Analyse de la biodégradation de la métribuzine par le test ATR-FTIR

L'analyse ATR-FTIR de la métribuzine et de ses métabolites biodégradés sont présentées dans la

figure 49.

104



Résultats et discussion

Figure 49. Analyse ATR-FTIR de métribuzine control (A), et les métabolites de dégradation
par les bactéries : CH (B), B2 (C), C1 (D), C3 (E), et le consortium RH2 (F).
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La liaison C-O est apparait dans le contréle métribuzine (1044,911 cm™), et chez les
bactéries CH (1045,585 cm™), B2 (1045,237 cm™), C3 (1045,344 cm™), et le consortium RH2

(1045,573 cm™). Le pic a cette longueur d’onde est disparait chez la bactérie C1 (Annexe 5).

Des pics apparaissent chez les bactéries CH, B2, C1, C3 et le consortium RH2 localisés a
1085,173 cm™. 1085,996 cm™. 1086,040 cm™. 1086,848 cm™. 1086,488 cm™ respectivement,

correspond a la liaison C-N, cette liaison est absente dans le contr6le métribuzine (Annexe 4).

Le consortium RH2 et les bactéries CH, B2, C1, C3, ont présenté un pic supplémentaire,
absent chez le métribuzine contrdle, obtenu a des longueurs d’onde de 1’ordre de: 1350,775 Cm‘l,
1348,663 cm™, 1344,217 cm™, 1357,128 cm™, 1348575 cm™ et respectivement, qui pourrait

correspond au de liaisons C-H ou O-H (Annexe 4).

Des pics localisés & 1634 cm™ et 1635 cm™ chez le controle et tous les autres bactéries et le

consortium RH2, correspond au groupe NH (Annexe 4).

Les bactéries CH, B2, C1, C3 et le consortium RH2 présentent des pics correspond a la
liaison C-O obtenues & 2150, 853 cm™. 2139,163 cm™. 2116,150 cm™. 2101,501 cm™. 2113,587 cm’

! respectivement, le méme pic obtenu & 2160, 914 cm™ chez le contrdle (Garrone et al., 2006).

Le pic obtenu & 3266,275 cm™ pour le contrdle métribuzine et qui est correspond & la liaison
O-H, est trouvé chez les bactéries CH, B2, C1, C3 et le consortium RH2 de I’ordre de 3269,790 cm”
! 3266,175 cm™. 3258,01 cm™. 3267,384 cm™. 3262,869 cm™ avec une intensité peu différente
(Annexe 4).

La modeste variation des pics et leur intensité entre les échantillons de cultures bactériennes
et de contrdle pourrait indiquer une altération structurale, suggérant ainsi une possible

biodégradation du pesticide métribuzine.

7. Biodégradation de glyphosate
7.1. Cinétique et optimisation des conditions de biodégradation
L’estimation de la concentration du glyphosate dans le milieu réactionnel a été déterminée par
une méthode spectrophotométrique proposee par Bhashara et Nagaraja. (2006). Cette methode
colorimétrique permet de suivre facilement la dégradation de 1’herbicide. Elle est facile, pratique et

moins colteuse (Nnamonu et Nkpa, 2012).
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Cette réaction est basée sur la formation d’une liaison C-N entre I'atome N du glyphosate avec
le carbone de la ninhydrine en présence de molybdate. Qui se traduit en générant par un complexe

bleu-violet, dont l'intensité de la couleur est directement liée a la concentration du glyphosate

présent dans I'échantillon (Xu et al., 2018).

La quantification du glyphosate a été optimisée pour le pH, la température et le volume

d’inoculum.

Les résultats de la quantification et la biodégradation du glyphosate, a différents parametres (pH,
température et volume d’inoculum), testé pour les isolats souches IT, Herb, SPA2, SC et SRH22 en

présence d’une concentration de 50 mg/L, de I’herbicide sont présentés dans les figures 50-55.

107



Résultats et discussion

Figure 50. Détermination de la quantité du glyphosate dégradé par la souche SPA2 aprés 15 jours
d’incubation, a différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum (C)
avec le témoin abiotique.

Figure 51. Détermination de la quantité du glyphosate dégradé par la souche IT aprés 15 jours d’incubation, a
différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum (C) avec le témoin abiotique.
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Figure 52. Détermination de la quantité du glyphosate dégradé par la souche Herb aprés 15 jours d’incubation, a
différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum (C) avec le témoin abiotique.
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Figure 53. Détermination de la quantité du glyphosate dégradé par la souche SC aprés 15 jours d’incubation, a
différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum (C) avec le témoin abiotique.
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Figure 54. Détermination de la quantité du glyphosate dégradé par la souche SRH22 apres 15 jours
d’incubation, a différents pH (A), différentes températures (B) et différents volume d’inoculum (C) avec le
témoin abiotique.
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Figure 55. Quantité du glyphosate dégradé par les souches IT, SPA2, Herb, SPA2, SC, SRH22 et
le consortium RH1 apreés 15 jours d’incubation, dans les conditions optimales (pH=7,2. T=30°C,
Volume d’inoculum= 4%).

Les différents facteurs de croissances tels que le pH et la température et le volume
d’inoculum sont trés importants pour améliorer et optimiser la capacité des isolats a biodégrader
I’herbicide. Ces facteurs sont capables d’affecter le métabolisme, la structure et la composition des
bactéries du sol et par conséquent ils affectent la capacité de biodégradation des micro-organismes
(Hussain et al., 2017; Chen et al., 2012).

Les résultats de dégradation du glyphosate a différentes valeurs de pH montrent que tous les
isolats (IT, Herb, SPA2, SC et SRH22), présentent un taux de dégradation maximale a un pH neutre
de 7,2 dont le pourcentage de dégradation est 48,82%, 78,36%, 68,22%, 73,56% et 90,2%

respectivement.

Le taux de la biodégradation le plus élevé a été obtenu avec la bactérie SRH22 durant les
premiceres 6 jours de I’incubation. Le plus faible taux est celui de la bactérie IT qui était de 48,82%.
Les bons taux de biodégradations ont été obtenus a des pH basiques contrairement au pH acide. Des
résultats similaires ont été trouvés dans I’étude de Manogaran et al. (2017) qui ont trouvé que
I'isolat Burkholderia vietnamiensis souche AQ5-12 a pu dégrader le glyphosate dans un pH optimal
neutre. Par contre le taux de dégradation dans un pH acide 4 et 4,5 était faible. Les études de Zhan

et al. (2022) ont rapporté que dégradation de I’herbicide glyphosate était maximale (100 %) par la
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souche Chryseobacterium sp. Y16C a un pH neutre et basique compris entre 7 et 9. A des pH acides
(5 et 6), la dégradation était faible de I’ordre de 73,63 % et 81,08 % respectivement. Dans une étude
trés récente, qui s’oriente a des bactéries autres que les actinomycétes, Mohyuddin et al. (2024) ont
trouvé que les souches WAG2 Serratia liquefaciens, WAG4 Klebsiella variicola, WAG45
Enterobacter cloacae, WAG9 Pseudomonas aeruginosa et WAG11 Enterobacter ludwigii sont
capables de dégrader le glyphosate dans un milieu liquide a pH neutre égale a 7. Une autre étude
menée par Firdous et al. (2017) montre clairement que la biodégradation du glyphosate atteint
90% dans un pH= 7,4 par a une nouvelle bactérie Comamonas odontotermitis P2.

Cependant, Manogaran et al. (2018) ont trouvé que le pH de 6,5 est optimal pour la

biodégradation du glyphosate par la souche Burkholderia vietnamiensis AQ5-12.

La plupart des chercheurs s’accordent a dire que les pH neutre ou alcalin, sont les plus
favorables pour la biodégradation du glyphosate et ce, pour la majorité des bactéries (Singh et
Walker, 2006). Selon cette investigation, c’est aussi le cas pour les actinobactéries. Le pH a montré
un impact significatif sur le taux de dégradation du glyphosate des bactéries SPA2, IT, Herb, SRH22
et SC, avec une augmentation du pH de 6 & 9 du 9éme au 15éme jour.

Les résultats montrent que la température optimale pour la biodégradation du glyphosate par
les bactéries sélectionnées était de 30°C, avec un pourcentage de biodégradation de 68,22%,
48,82%, 78,36%, 90,2% et 73,56% pour les souches SPA2, IT, Herb, SRH22 et SC respectivement.

Un taux de biodégradation plus faible a été observé dans la température 10°C. A cette
température, les actinobactéries SPA2, IT, Herb, SRH22 et SC ont dégradé seulement, 15,14%.
12,38%. 15,8%. 19,86% et 13,98%, de glyphosate respectivement. Par contre, dans la température

37 °C, les résultats sont un peu plus importants que la température 10°C.

De bons résultats proches de ceux obtenus dans la température de 30°C, ont été obtenus a
température de 25°C : SPA2 (35,58%), IT (21,4%), Herb (32,96%), et SC (31,74%). La souche
SRH22 a été la seule qui a présenté un taux de biodégradation significativement plus élevé a cette
température (68,87%).

Plusieurs études ont rapporté que la temperature optimale pour la degradation du glyphosate
est de 30°C. Ce sont les travaux de Zhan et al. (2022) avec la souche Chryseobacterium sp. Y16C,
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de Hadi et al. (2013) sur la bactérie Ochrobactrum sp. GDOS et Firdous et al. (2017) qui a trouvé
la température 29,9 était maximale, pour I’isolat Comamonas odontotermitis P2. La température
présente un effet significatif sur la biodégradation du glyphosate a des températures de 25 °C a 37
°C, sur un intervalle de 9 a 15 jours d'incubation (p-value<0,05) pour les bactéries SPA2, Herb, et
SC. Exceptionnellement, I'effet de la température sur la souche IT n'était significatif qu'a une

température de 30 °C.

Le pH et la température combinés, sont deux conditions importantes pour 1 activité

microbienne, parce qu’ils affectent les enzymes produit par les microorganismes.

Le volume d'inoculum optimal pour la biodégradation du glyphosate a été observé a un
pourcentage de 4%, ou les taux de dégradation étaient respectivement de 68,22%, 48,82%, 78,36%,
90,2%, et 73,56% pour les bactéries SPA2, IT, Herb, SRH22, et SC. En revanche, des taux de
dégradation moyens ont été enregistrés avec un volume d'inoculum de 7%, avec des valeurs de
33,58%. 23,44%. 28,18%. 38,82% et 25,64% pour les mémes bactéries, respectivement.

Pour les volumes d'inoculum de 2% et 9%, les résultats indiquent des valeurs plus faibles.
Les pourcentages de biodégradation étaient respectivement de 13,14%, 12,36%, 14,22%, 17,31%, et
14,38% pour un volume d'inoculum de 2%, et de 19,76%, 18,12%, 20,16%, 33,63 %, et 19,96%

pour un volume d'inoculum de 9% pour les bactéries SPA2, IT, Herb, SRH22, et SC respectivement.

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Zhang et al. (2014) qui ont
constaté que le taux maximal de dégradation de I'herbicide meétribuzine, atteignant 58% et 76,4%, a
été observeé respectivement avec un volume d'inoculum de 3% et 5% (v/v) pour la souche Bacillus
sp. N1. Les résultats indiquent aussi, que la dégradation diminue avec l’augmentation et la
diminution de I’inoculum grace a l'insuffisance des nutriments dans le milieu dans le premier cas et
par la faible quantité de bactéries dans le deuxiéme cas (Zhang et al., 2014). La taille de I'inoculum
était significative aux pourcentages de 4% et 7%, sur un intervalle de 9 a 15 jours d'incubation

(valeur p<0,05)

Les conditions optimales fixées pour les bactéries SPA2, IT, Herb, SRH22, et SC étaient un
pH=7, une température de 30°C et un volume d’inoculum de 4%. Les maximums de ces taux ont éte
atteints a des moments différents, pour chaque bactérie. Par exemple, la souche SRH22 a montré une

phase logarithmique courte de 6 jours pour dégrader 90,2% du glyphosate, tandis que la bactérie IT
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nécessite 9 jours pour dégrader 48,82%. Les isolats Herb, SPA2 et SC, ont eéliminé respectivement
78,36%, 68,22% et 73,56% du glyphosate dans un temps en 12 jours.

Plusieurs recherches ont étudié la biodégradation du glyphosate. Les actinobactéries sont
relativement négligées, ce sont les autres bactéries qui ont été largement testées. L’étude de Singh et
al. (2019), montre que la biodégradation de 89,77 % du glyphosate a été atteinte apres 7 jours de
culture par une actinobactérie de genre Streptomyces sp. lls ont trouvé aussi que d'autres bactéries,
telles que Rhizobium leguminosarum et Bacillus subtilis, ont utilisé 86,17% et 87,64% du

glyphosate, respectivement, aprés 336 h (Singh et al., 2019).

Gongora-Echeverria et al. (2020), ont rapporté que les souches Ochrobactrum sp. B18,
Pseudomonas citronellolis ADA-23B, Ochrobactrum sp. Ge-14 et Ochrobactrum sp. DGG1-3 sont
capables de dégrader jusqu’a 60% du glyphosate a la concentration initiale de 50 mg/L, aprés 15

jours d'incubation.

Kryuchkova et al. (2013) ont constaté que 50% de la concentration initiale de glyphosate 5
mM a été dégradée par la bactérie Enterobacter cloacae K7 apres 5 jours d'incubation. Cependant,
Zhang et al. (2022) ont montré une dégradation de 100% du glyphosate durant 4 jours d’incubation
par un nouvel isolat Chryseobacterium sp. Y16C.

Rossi et al. (2021) a confirmé la capacité de 5 isolats bactériens Ensifer sp. CNII15,
Acidovorax sp. CNI26, Agrobacterium tumefaciens CNI28, Novosphingobium sp. CNI35 et
Ochrobactrum pituitosum CNI52, a dégrader totalement le glyphosate apres 125-400 h.

Dans les investigations présentées dans ces travaux, les résultats sont tres satisfaisants et
montrent que le consortium RH1 a pu dégrader 92,06% du glyphosate dans une durée de 15 jours,
aux conditions optimales (pH=7,2. Température= 30°C et volume d’inoculum 4%). Ce consortium

présente un taux maximum comparativement a ceux obtenus par les cultures pures.

Selon nos connaissances, les etudes sur la biodégradation du glyphosate par un consortium
d’actinobactéries sont inexistantes dans la littérature. Les seuls travaux qui emploient les
consortiums bactériens sont ceux de Malla et al. (2023), qui ont étudié la biodégradation de trois
pesticides chlorpyrifos, cypermethrin, et le glyphosate par le consortium C3 constitué de trois
bactéries Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, et Bacillus shackletonii. Leur étude a
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révelé que le consortium C3 avait dégradé 87,01% du glyphosate au cours d'une période
d'incubation de 15 jours. Les travaux de Gdongora-Echeverria et al. (2020), sur la dégradation du
glyphosate et d’autres pesticides (L'atrazine, le carbofuran) par un consortium microbien, montrent

que plus de 90% du glyphosate a été dégradé par le consortium microbien.

Les constantes de vitesse pour la dégradation du glyphosate par les souches IT et SC
correspondaient bien a la cinétique d'ordre zéro (IT, R2= 0,95 et SC, R2= 0,96). Mais pour les
souches SPA2 et Herb, elles correspondaient bien a la cinétique du second ordre (SPA2, R2=0,91)

et a la cinétique du premier ordre (Herb, R2= 0,98) respectivement (tableau 17).

Tableau 17. Parametres cinétiques de biodégradation (constante de vitesse du premier ordre (k) et demi-vie
(t1/2) pour la dégradation du glyphosate (50 mg/L) par les souches SPA2, IT, Herb et SC.

Modele d'ordre | Actinobactéries K(D_l) T1/2 (D) R2
Zéro SPA2 2.5867 9.66 0.75
IT 2.5877 9.66 0.95
Herb 3.2910 7.6 0.96
SC 42217 5.92 0.96
Premier SPA2 0.0905 7.65 0.84
IT 0.0706 9.81 0.91
Herb 0.1265 5.48 0.98
SC 0.1484 4.67 0.91
Deuxieme SPA2 0.0035 5.71 0.91
IT 0.0020 10 0.85
Herb 0.0058 3.44 0.89
SC 0.0060 333 0.81
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7.2. Evaluation du carbone organique totale (TOC)
Les résultats de la réduction du carbone organique total du glyphosate pris comme seule source de

carbone, par les bactéries SRH22, Herb, IT, SPA2, SC et le consortium RH1, sont présentés dans la
figure 56.

Figure 56. Réduction de carbone organique total COT par les actinobactéries SRH22, Herb,
SPA2, IT, SC et le consortium de ces bactéries durant la dégradation du 50 mg/L de glyphosate
pendant 15 jours d’incubation.

Une réduction de COT a été observée apres 15 jours d’incubation, dans les cultures des isolats
SRH22, SPA2, Herb, IT, SC. Cette réduction a été estimée par cette technique a 68,07%. 56,11%.
82,06%. 47,96%. 67,12% respectivement. Une réduction maximale de 91,03% a été observée dans
le consortium bactérien RH1 aprés 15 jours d'incubation. Ce résultat confirme que la molécule du
glyphosate a été attaquée par les isolats testés.

7.3. Analyse de la biodégradation du glyphosate par le test ATR-FTIR

L'analyse ATR-FTIR de glyphosate et de ses métabolites biodégradés sont présentées dans la
figure 57.
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Figure 57. Analyse ATR-FTIR de glyphosate control (A), et les métabolites de dégradation par les
bactéries : IT (B), Herb (C), SRH22 (D), SC (E), SPA2 (F) et le consortium RH1 (G).
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Le pic d’absorption de groupe CH2 est localisé & 979,471 cm-* et 979,334 cm-' chez le
glyphosate contréle et la bactérie SRH22 respectivement, et elle est disparue pour tous les autres
bactéries Herb, IT, SPA2, SC et le consortium RH1 (Miano et al., 1992).

Une apparition d’une liaison C-O chez les bactéries, absente dans le contréle glyphosate :
Herb (1044,902 cm™), IT (1044,942 cm™), SPA2 (1045,057 cm™), SC (1045,338 cm™), Consortium
RH1 (1045,471 cm-1) (Annexe 5).

La bonde correspond & la liaison C-N obtenue & 1082,232 cm™ pour le glyphosate controle,
est trouvé chez tous les bactéries SRH22, Herb, IT, SPA2, SC et le consortium RH1, mais avec une
intensité faible par rapport au controle, de I’ordre de 1096,208 cm™, 1085,215 cm™, 1085,444 cm™,
1085,029 cm™, 1085,240 cm™ et 1085,051 cm™ (Annexe 4).

Des bondes & 1385,455 cm™, 1386,111 cm™, 1385,404 cm™, 1346,926 cm™ et 1350,951 cm™
pour les bactéries Herb, IT, SPA2, SC et le consortium RH 1, pourrait étre attribué a des vibrations
de liaisons C-H ou O-H. La méme liaison est trouvée chez le contréle mais avec une intensité faible
1325, 691 cm™. La bonde de la souche SRH22 & 1400,114 cm™pourait étre due & I'étirement

aromatique C-C (Annexe 4).

Un pic localisé & 1515,132 cm™ est trouvé seulement dans le contrdle glyphosate, et disparait
chez les autres bactéries testées, correspond au groupe amide Il (Zhong et al., 2021).

A 1a longueur d’onde 1627,099 cm™, un pic correspond a la liaison N-H est trouvé chez le
controle glyphosate, le méme est trouvé chez les autres bactéries SRH22 (1631,940 cm™), IT
(1636,468 cm™), SPA2 (1636,230 cm™), SC (1635,732 cm™) et le consortium RH1 (1635,884 cm™)

avec une intensité variable. La bactérie Herb n’a pas ce pic (Annexe 4).

A la longueur d’onde 2141,086 cm™, 2165458 cm™, 2155017 cm™, 2110,470 cm™,
2135,732 cm™ ont trouvé chez les bactéries Herb, SRH22, IT, SPA2, SC respectivement, ainsi a
2108,812 cm™ pour le consortium RH1, le pic de controle a été obtenu & 2126,078 cm™ qui

correspondent probablement a la liaison C-O (Garrone et al., 2006).

Un groupe O-H est localisé dans la longueur 3258,342 cm™ pour le controle, et présent dans
tous les bactéries testées SRH22, Herb, IT, SPA2, SC, RH1 mais avec une intensité élevée 3334,176
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cm™. 3266,289 cm™.3262, 084 cm™. 3265,299 cm™. 3265,645 cm™. 3274,005 cm™ respectivement.
(Annexe 4).

Les résultats obtenus montrent un changement dans la structure de glyphosate dans les
¢chantillons des bactéries par apport au glyphosate controle, grace a I’absence de quelques liaisons,

I'apparition des nouvelles liaisons, et la différence dans I’intensité des pics, ce qui indique une
dégradation du glyphosate par ces bactéries.
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Conslusion et perspectives

L'utilisation généralisée des pesticides dans I'agriculture moderne a permis d'augmenter
considérablement les rendements des cultures et de protéger les récoltes contre les ravageurs et les
maladies. Cependant, cette pratique intensive a également engendré un probléme croissant de
pollution environnementale. Les pesticides, congus pour étre toxiques aux organismes ciblés, ont des

effets néfastes sur les écosystemes terrestres et aquatiques, ainsi que sur la santé humaine.

Face a cette problématique, l'utilisation de microorganismes pour dépolluer les sols, constitue
une solution prometteuse pour protéger 1’environnement. Les actinobactéries sont des
microorganismes largement reconnus pour leur capacité remarquable a dégrader les pesticides dans

I'environnement.

L’objectif principal de cette thése était d’évaluer la capacité des actinobactéries isolées a
partir des sols agricoles dans le sud d’Algérie (ElI-Oued et Ouargla), a dégrader une variété de

pesticides parmi les plus utilisés dans I’agriculture Algérienne.

Dans cette étude, les caractéristiques physicochimiques des sols choisis ont été évaluése. Les
résultats obtenus montrent que les deux sols présentent les caractéristiques des sols des régions

arides tels que I’alcalinité, I’humidité faible et la faible teneur en matiére organique.

L’isolement sur des milieux de culture sélectifs nous a permis d’isoler 12 bactéries a partir du
sol d’El-Oued et 15 bactéries a partir du sol de Ouargla. Ces résultats montrent la capacité des
actinobactéries a peupler ces sols arides qui représentent des environnements hostiles ou l'accés a
I'eau et a la matiére organique sont limités. Ces conditions de vie séveres, ouvrent des perspectives
de recherches importantes visant a la compréhension des stratégies de survie de cette biodiversité

microbienne a ces conditions environnementales difficiles.

La caractérisation phénotypique et moléculaire des 27 isolats d’actinobactéries ont permis de
les affilier au genre Streptomyces. Qui constitue le genre d'actinobactérie le plus dominant dans le

sol.

Le criblage qualitatif des actinobactéries isolés a partir du sol d’EI-Oued sur milieu minimum
gélosé MSM, a montré que 41,66%, 8,33% et 41,66% des isolats d’actinobactéries, sont capables

d’utiliser 50 mg/L des pesticides aliette flash, décis 25EC et metricam respectivement. Pour les
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actinobacteries isolées a partir du sol de Ouargla, 33,33% et 33,33% de ces bactéries, sont capables
d’utiliser 50 mg/L des pesticides fortin et decis 25EC respectivement. Par contre, aucune souche n’a

pu utiliser le fongicide horizon a cette concentration 50 mg/L.

Les cultures des souches actives sur milieu minimum liquide contenant 50 mg/L de chaque
pesticide, ont confirmé la capacité de biodégradation. En effet, 4 souches parmi les 5 qui
proviennent du sol d’EI-Oued et 5 souches isolées a partir du sol de Ouargla, ont présenté une bonne
croissance sur les deux herbicides: le glyphosate et le métribuzine. Les autres souches ont donnée

des résultats tres faibles.

Les méthodes spectro-photométriques ont permis le suivi de dégradation des deux herbicides
par les souches sélectionnées. Les résultats indiquent que les conditions optimales pour la
dégradation du glyphosate et de la métribuzine sont un pH=7,2, une température de 30°C et un

volume d’inoculum de 4%.

Le pourcentage de dégradation du glyphosate par les isolats originaires de Ouargla (IT, Herb,
SPA2, SC, SRH22 et le consortium RH1), dans les conditions optimales, était de 1’ordre de 48,82%,
78,36%, 68,22%, 73,56%, 90,2% et 92,06%, respectivement.

Concernant la métribuzine, la biodégradation par les isolats du sol d’EI-Oued (CH, B2, C1,
C3) dans les conditions optimales, était de 1’ordre de 69,14%, 51,74%, 73,06%, et 43,74%,
respectivement. Une analyse chromatographique par GC-MS a permis de suivre la dégradation de 50
mg/L de métribuzine, par ces mémes bactéries et le consortium RH2. Les résultats montrent que les
quatre souches ont une capacité d’éliminer la métribuzine, en 15 jours d’incubation. Ces isolats (CH,
B2, C1 et C3) et le consortium RH2, dégradent 80,38%, 76,88%, 83,12%, 79,52% et 84,7% de

métribuzine respectivement.

Ces résultats confirment 1’aptitude de nos isolats a dégrader les deux herbicides. Les
consortiums RH1 et RH2 ont présenté une dégradation plus forte par rapport aux cultures pures en

raison des interactions synergiques entre les différents isolats du consortium bactérien.

Ces aptitudes de dégradation du glyphosate et de la métribuzine ont été confirmées par la

réduction importante du carbone organique totale (COT) qui est de ’ordre de 68,07%, 56,11%,
82,06%, 47,96% et 67,12% respectivement par les souches de Ouargla (SRH22, SPA2, Herb, IT,
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SC), et une réduction de I’ordre de 71,55%, 57,22%, 60,79%, 75,99% par les isolats (CH, B2, C3 et
C1) isolées d’El-Oued respectivement. Quant aux consortiums bactériens RH1 et RH2 ont pu
éliminer 91,03% et 85,43% du carbone organique total. Ce qui confirme que les consortiums sont

plus actifs que les bactéries pures.

Les tests de I’altération des structures chimiques lors de la biodégradation du glyphosate et
de la métribuzine réalisé par 1’analyse ATR-FTIR, montrent que les deux herbicides ont été
modifiées chimiquement, comparativement au pesticides contrdle. Cette altération structurale,

confirme sans 1’ombre d’un doute, la biodégradation de ces deux pesticides.

Ces résultats suscitent un intérét prometteur pour I'utilisation des actinobactéries autochtones
en tant qu'agent potentiel dans la bioremédiation des sols arides contaminés par les pesticides. Pour

ce faire, il est judicieux d'approfondir nos recherches en:

o Identifiant les genes de ménages impliqués dans la biodégradation de ces herbicides.

e |l est souhaitable de procéder a l'identification et a la purification des enzymes
responsables de la dégradation de ces pesticides.

e Les travaux in-situ pour évaluer I'efficacité de ces souches dans la biorémédiation des

sols Sahariens pollués par ces pesticides, sont plus que nécessaire.
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Annexes



ANNEXE 1: Composition des milieux de culture

ISP2
Extrait de levure 49

Extrait de malt D-Glucose  10g

D-glucose 49
Agar 209
Eau distillée 1000mL
pH=7,3
ISP9
(NH4)2504 2,649
KH2PO4 2,389
K2HPO4 3H20 5,65 g
MgSO4 2H20 19
Solution saline 1mL
Agar 209
Eau distillée 1000 mL
pH=6,8-7
ISP7
Glycérol 159
L-asparagine 19
K2HPO4 0549
NaCl 0,5
FeSO4.7H20 0,01
Agar 209
Eau distillée 1000 mL

pH:7,2-7,4



Gélose nutritif
Amidon

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
NaCl

Agar

Eau distillée
PH=7,5

Bennett
Glucose

Extrait de levure
NZ amine (caseine digest)
Extrait de viande de beeuf
Agar

Eau distillée
pH: 7,3

GLM

Extrait de levure
Extrait de malt
Glucose

Peptone

Agar

Eau distillée

pH=7,2

109

5¢

19

29

59

159
1000 mL

10 g
1g
29
1g
209
1000 mL

39
39
109
5¢
209
1000 ml



ANNEXE 2: Préparation des solutions

Solution saline

CuSO4 5H20.......cocevviiiiinnn, 0,64 g
FeSO4 7TH20........cccoiiiiiininnn. 0,11g
MnCI2 4H20.......c.ccoiiiiiinnn 0,79 g
ZnSO4 TH20.....ccooiiiiiiinin 0,15¢g
Eau distillée......................o... 100 mL

ANNEXE 3: Courbes d’étalonnage des pesticides

Courbe d’étalonnage de la métribuzine (GC-MS)



ANNEXE 4 : Le tableau des absorptions de la spectroscopie infrarouge par région de

fréquence.












ANNEXE 5 : Tableau des absorptions courantes du RI.



ANNEXE 6 : Les pesticides les plus utilisés dans la wilaya d’El-Oued

Nom commercial de Matiere active Formulation Dose d’utilisation
pesticide

Metricam métribuzine WP 500-700g/Ha
Aliette Flash Fosétyl-aluminium WG 0,375 Kg/HI
Decis 25EC Deltaméthrine EC 0,4-0,5 L/Ha

ANNEXE 7 : Les pesticides les plus utilisés dans la wilaya de Ouargla.

Nom commercial de Matiere active Formulation Dose d’utilisation
pesticide

Fortin SL Glyphosate SL 6-9 L/Ha
Horizon 250EW Tébuconazole EW 1 L/Ha

Decis 25EC Deltaméthrine EC 0,5 L/ha
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Théme :
Biodégradation de certains pesticides par des actinomycetes isolés des sols agricoles des
régions sud de I’Algérie

Résumé

Cette étude se concentre sur un diagnostic des pesticides les plus couramment utilisés dans 1’agronomie de certaines cultures
dans les régions d'El-Oued et de Ouargla. Une enquéte nous a permis d’élaborer une liste des pesticides les plus utilisés dans
ces deux régions. La collecte des informations a été faite auprés des agriculteurs et des organisations agricoles. Dans la
wilaya d'EI-Oued, les pesticides les plus fréqguemment utilisés sont I'herbicide métribuzine, le fongicide fosétyl-aluminiumet
I'insecticidedeltaméthrine, tandis que dans la wilaya de Ouargla, ils comprennent I'herbicideglyphosate, le fongicide
tébuconazole et l'insecticide deltaméthrine. Une analyse physico-chimique a été également effectuée, sur les échantillons de
sol de ces deux régions. Elle révéle que les deux types de sol présentent des caractéristiques typiques des sols arides,
caractérisees par une alcalinité, une humidité faible et une faible teneur en matiére organique. L’isolement a partir de ces sols
a permis de sélectionner 12 Actinobactéries a partir d’E1-Oued et 15 de Ouargla. L'identification de ces isolats a été réalisée
en combinant des techniques morphologiques, biochimiques et moléculaires. Le séquencage de I'ADN ribosomal 16S a
permis de classer les souches sous le genre Streptomyces. Le screening qualitatif des souches sur milieu gélosé minimum
MSM, enrichi individuellement avec des pesticides comme seule source de carbone, a permis de sélectionner 5 souches du
sol d'El-Oued et 5 souches du sol de Ouargla capables d'utiliser quatre pesticides a une concentration de 50 mg/L. Le
screening quantitatif en milieu MSM liquide a ensuite été réalisé, conduisant a la sélection de 4 souches du sol d'EI-Oued et 5
souches du sol de Ouargla, capables de croitre en présence de 50 mg/L de ces pesticides, pris individuellement. Parmi ces
pesticides, deux herbicides, le glyphosate et la métribuzine, ont été sélectionnées grace a la croissance maximale des souches
en présence de ces pesticides. Une quantification des herbicides dégradés dans différentes conditions (pH, température, et
volume d’inoculum) par des méthodes spectrophotométriques a révélé que la dégradation maximale du glyphosate et de la
métribuzine se produisait a une température de 30°C, un pH de 7,2 et un volume d'inoculum de 4%. Des consortiums RH1 et
RH2, composés de souches sélectionnées pour la dégradation du glyphosate et de la métribuzine respectivement, ont montré
une dégradation maximale des herbicides comparativement aux cultures pures. Un suivit de la biodégradation de la
métribuzine par une analyse chromatographique GC-MS dans les conditions optimales a révélé une dégradation qui atteint un
pourcentage de 80,38%. 76,88%, 83,12%, 79,52% par les souches actifs CH, B2, C1 et C3 respectivement. Le consortium
RH2 a pu dégrader 84,7% de concentration initiale de la métribuzine de (50 mg/L). Une réduction remarquable du carbone
organique totale a été observé par les souches d’El-Oued et de Ouargla, avec une performance chez les consortiums RH1 et
RH2. Une analyse de la structure chimique des herbicides glyphosate et métribuzine avant et apres dégradation, par le
spectrophotometre ATR-FTIR montre un changement dans les liaisons chimiques de la molécule du pesticide, et par
conséquent dans leur structure, ce qui confirme une biodégradation de ces pesticides.
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