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Introduction

Les agriculteurs ont toujours été préoccupés par la lutte contre les organismes nuisibles aux cultures, comme le
montrent les références historiques a l'utilisation de méthodes physiques telles que le ramassage des insectes et
des plantes malades, le désherbage manuel et mécanique, et la destruction des plantes malades par le feu (Calvet
et al., 2005).

Au XIXe siecle, I'apparition des traitements insecticides, fongicides et herbicides a été motivée par le

développement de graves épidémies qui ont affecté les productions agricoles vitales (Flogeac, 2004).

L'utilisation des pesticides s'est considérablement développée au cours du XXe siécle, avec une grande
variété de produits disponibles pour lutter contre les organismes nuisibles aux cultures, tels que les acariens, les

nématodes, les mollusques et les rongeurs (Garon-Boucher, 2003).

Malgré les efforts récents pour promouvoir des pratiques agricoles plus respectueuses de I'environnement,
les agriculteurs en Algérie et ailleurs utilisent abondamment les pesticides, ce qui augmente le risque de pollution

des ressources en eau par les résidus de produits phytosanitaires.

Parmi les produits phytosanitaires disponibles sur le marché Algérien I’herbicide glyphosate. Le
glyphosate est un herbicide non sélectif largement utilisé dans le monde entier pour lutter contre les mauvaises
herbes dans les cultures commerciales et non commerciales. 1l agit en inhibant I'enzyme 5-enolpyruvylshikimate-
3-phosphate synthase (EPSPS), qui est nécessaire a la synthése des acides aminés aromatiques chez les plantes
(Ducke, 2018). Cela entraine la mort des plantes exposées au glyphosate. Le glyphosate est considéré comme peu
toxique pour les mammiferes et les humains, mais il est actuellement sujet a un débat controversé concernant ses

effets sur I'environnement et la santé humaine (Mesnage et Antoniou, 2017 ; Zhang et al., 2019).

Selon une étude de Mesnage et al. (2021), il y a une forte corrélation entre l'utilisation de glyphosate et la
mortalité des abeilles. D'autres études ont également suggéré que le glyphosate peut avoir des effets négatifs sur
la biodiversité et la qualité du sol (Bonanomi et al., 2019) et peut étre associé a des problemes de santé chez les

travailleurs agricoles exposés au produit (Acquavella et al., 2016).

Cependant, d'autres études ont également suggeéré que le glyphosate est sdr pour I'environnement et la santé

humaine lorsqu'il est utilisé correctement (Sammons et Gaines, 2014).

La réglementation et l'utilisation du glyphosate sont donc étroitement surveillées par les agences
gouvernementales dans le monde entier, telles que I'Agence américaine de protection de I'environnement (EPA)

et I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA).



Aujourd'hui, les microbiologistes se concentrent sur la dépollution et la valorisation des déchets agricoles
et agro-industriels spécialement les pesticides, en utilisant des méthodes telles que la biorémédiation pour détruire

ces polluants environnementaux a l'aide de microorganismes et de leur enzymes (Garon-Boucher, 2003).

L’objectif de notre travailconsiste donc en 1’isolement et la caractérisation de souches a partir de différents
sols agricoles en prévenance de 03 régions de la wilaya d’Oum El Bouaghi et la mise en évidence de leurs

capacités de biodégradation de 1’herbicide glyphosate.
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1.Généralités sur les pesticides

1.1. Définition d’un pesticide

Les pesticides sont des substances utilisées pour contréler ou détruire les organismes
nuisibles comme les animaux, les plantes, les champignons ou les bactéries qui interferent
avec les activités humaines (Noriane, 2022). Les principales classes de pesticide sont :

herbicides, insecticides, rodenticides et fongicides (Hichem et al., 2022).

1.2. Composition et formulation

Les pesticides sont constitués d’un ingrédient actif et d’un adjuvant inactif qui augmentera principalement
la quantité et la vitesse de pénétration des pesticides (Gagné, 2003). La formulation correspond a la forme
physique dans laquelle le produit phytopharmaceutique est
mis sur le marché. Obtenue par le mélange des ingrédients actifs et des adjuvants, elle se
présente de formes solides ou liquides. La teneur en matiére active s’exprime en (g/l) pour les
formulations liquides et en pourcentage (%) pour les formulations solides. La dose d’emploi
en produit commercial s’exprime en L/ha pour des formulations liquides et en (kg/ha) ou

(9/ha) pour les formulations solides (Coulibaly, 2005).

2. Classification des pesticides
2.3.1. Classification selon ’utilisation
Les pesticides sont utilisés dans plusieurs domaines d’activité pour lutter contre des
organismes vivants nocives. Il existe six catégories de pesticides classés selon leurs
utilisations ou selon la destination des traitements (Calvet et al.,2005) :
a. Dans les cultures : ce sont les pesticides utilises en agriculture pour maintenir un bon
état sanitaire des sols et des végétaux (insecticides, acaricides, fongicides et
herbicides).
b. Dans les batiments d’élevage : ce sont principalement des insecticides et des
bactéricides.
c. Dans les salles de stockage de produits végétaux : ce sont des insecticides et des
fongicides.
d. Dans les zones non agricoles : il s’agit essentiellement d&#39;herbicides utilisés pour
désherber les voies de circulation routiéres, les zones aéroportuaires et les aires

industrielles.
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e. Dans les batiments résidentiels : ce sont des insecticides, des rodenticides, des
bactericides et des fongicides.
f. Pour I’homme et les animaux ; ce sont des insecticides et des fongicides utilisés pour

I’hygiéne humaine et vétérinaire.

2.3.2. Classification chimique

Les pesticides disponibles sur le marché aujourd’hui se caractérisent par la variété des
structures chimiques, des groupes fonctionnels et des activités biologiques qu’il possede le
classement est compliqué. En général, les pesticides peuvent étre classés selon deux manieres
: selon les caractéristiques chimiques des organismes vivants et leur ciblage. Il y a trois

classes de pesticides (Calvet et al.,2005) :

2.3.2.1.Les pesticides organo-métalliques

Ce sont les fongicides dont la molécule est constituée d’un composé du métal comme le manganese et
zinc et d’un anion organique dithiocarbamate. Des exemples de ces pesticides sont le manebe (avec le manganése)
et le mancozébe (avec le zinc).

2.3.2.2.Les pesticides inorganiques

Il n’y a plus de pesticides inorganiques et un seul herbicide est encore utilisé aujourd’hui, comme le
chlorate de sodium, désherbant totale, la plupart des pesticides inorganiques sont des fongicides basés sur le soufre
et le cuivre (Calvet et al.,2005).
2.3.2.3. Les pesticides organiques

Sont nombreux et appartiennent a différentes familles chimiques. Il présente actuellement plus de 80
familles ou classes chimiques des pesticides organiques mais leur appellation est parfois autoritaire. Les Grandes
familles chimiques de pesticides identifiées par les groupes d’atomes qui composent une fonction chimique
particuliere sont : les amines, les acides carboxyliques, les thiocarbamates, les carbamates, les hétérocycles azotés,
les azoles, les organophosphoreés, les pyréthrinoides, les uraciles et les diphényles éther, les urées substituées et

les sulfonylurées (Pesticide Manual, 1995).

2.3.3. Classification biologique

Selon les organismes cibles, on distingue plusieurs classes des pesticides, dont les plus

4
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importants sont les insecticides, les fongicides et les herbicides.

1.3.3.1.Les herbicides

Ce sont les pesticides les plus utilises dans le monde. lls visent & éliminer les plantes avec lesquelles ils
sont en concurrence des plantes pour les protéger en ralentissant leur croissance. Les herbicides ont différentes
méthodes agissant sur les plantes, ils peuvent perturber la régulation hormonale, les métabolites de croissance
comme ’auxine, de la photosynthé¢se, inhibiteurs de la division cellulaire, la synthese des lipides, de la cellulose

ou des acides aminés (ACTA, 2006).

1.3.1.2.Les fongicides

Ils permettent d’éliminer ou de limiter le développement des champignons parasites des
végétaux par I’inhibition de systéme respiratoire ou la division cellulaire ou perturbant la

biosynthése des stérols, ARN polymérase ou adénosine désaminase (ACTA, 2006).

2.3.3.3. Les insecticides

IIs sont utilisés pour protéger les plantes contre les insectes. lls interviennent en éliminant leur

reproduction comme les neurotoxines (ACTA, 2006).

3. Effets des pesticides sur I’environnement

Les pesticides sont utilisés pour tuer les ravageurs et les insectes qui attaquent et endommagent les
cultures. Différents types d’insecticides sont utilisés pour la protection des cultures depuis des siecles. Les
pesticides sont bénéfiques pour les cultures, mais ont également des impacts négatifs importants sur
I’environnement. L’utilisation excessive de pesticides peut entrainer la destruction de la biodiversité. De
nombreux oiseaux, organismes aquatiques et animaux sont menacés par des pesticides qui nuisent a leur survie.
Les pesticides sont un probleme pour la durabilité environnementale et la stabilité mondiale (Mahmoud et al.,
2016).

Au cours du siecle dernier, I'utilisation de pesticides et d’autres produits chimiques synthétiques a
augmenté pour faciliter la production agricole. Cependant, cette utilisation est maintenant remise en question en

raison des risques potentiels pour 1’environnement et la santé humaine. Ces produits chimiques peuvent se

5
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retrouver dans les aliments, 1’eau et le sol, entrainant des conséquences toxiques pour les organismes vivants. En
particulier, I’utilisation de pesticides peut modifier la qualit¢ chimique et biologique du sol en inhibant la
production de nutriments nécessaires a la croissance des plantes et en ralentissant 1’activité microbienne du sol.
I1 est donc important de reconsidérer 1’utilisation de ces produits et de trouver des alternatives plus durables pour
maintenir la production agricole tout en protégeant I’environnement et la santé humaine (Tahar et al., 2017).

Effets des pesticides

3.1. Dans le sol

Les pesticides ont un impact significatif sur le sol, I'un des écosystémes les plus touchés par ces produits.
La propagation des pesticides dans le sol dépend de leur état physique. Lorsqu'ils sont sous forme liquide ou
gazeuse, ils peuvent étre dégradés par les microorganismes, subissant ainsi un processus d'épuration avant de
rejoindre les nappes d'eau. En revanche, lorsqu'ils sont sous forme solide, ils restent fixés dans le sol, ou ils
peuvent persister pendant de nombreuses années, entrainant ainsi une contamination des sols (Berrah, 2011). La
persistance des pesticides est I'un des principaux processus qui détermine leur devenir dans le sol et leur
élimination de I'environnement naturel. Cette dégradation peut étre de nature biotique, impliquant la microflore
et la microfaune du sol, ou abiotique, résultant de réactions chimiques (Mamy et al., 2011). Les pesticides qui
sont difficilement dégradables ou présents dans un sol a forte acidité peuvent former des liaisons avec certains
composants du sol, ce qui les retient et diminue leur mobilité. Ainsi, il y a moins de risques de pollution des eaux
souterraines en raison de leur faible migration vers les profondeurs. Toutefois, lorsqu'il y a des pluies ou des
épisodes d'érosion, il existe un risque potentiel de contamination des eaux de surface par les pesticides (Berrah,
2011). En fin de compte, ce phénomene de rétention dans le sol assure le contrle du comportement des pesticides
(Mamy et al., 2011).

3.2. Sur la microflore de sol

Les pesticides sont principalement utilisés pour éliminer ou repousser les insectes nuisibles aux cultures
et aux récoltes, ainsi que pour détruire les mauvaises herbes, mais cela affecte également le sol. En conséquence,
les organismes vivants du sol entrent en contact avec les pesticides. Ces produits chimiques et leurs dérivés
peuvent avoir des effets directs ou indirects sur les organismes vivants du sol (Calvet et al., 2005). Ils peuvent
étre toxiques pour les microorganismes présents dans le sol, ce qui entraine une diminution de l'activité
microbienne et une sélection des microorganismes résistants ou capables d'utiliser les pesticides comme source

de carbone (Savadogo et al., 2007).
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Les micro-organismes du sol sont les premiers a étre exposés aux polluants agricoles ou industriels, ce qui
peut avoir des effets toxiques directs ou indirects (Pascal, 2007).Ces effets sont influencés par des facteurs
environnementaux tels que la température et le type de sol, qui affectent la disponibilité, la persistance et la
toxicité des pesticides, ainsi que le métabolisme microbien (Alix et al., 2005). Autrefois considérées comme des
indicateurs fiables de I'effet toxique des pesticides sur I'environnement, les propriétés de taille et d'activité des
microflores sont maintenant remises en question en raison des adaptations physiologiques et structurelles
observées dans la réponse microbienne (Soulas, 1999). Les contaminants entrainent a la fois la destruction des
populations sensibles et la promotion de populations tolérantes a leur toxicité (Martin-Laurent, 2013). Par
conséquent, les mesures de diversité se concentrent désormais sur des niveaux métaboliques et génétiques plus

spécifiques (Soulas, 1999).

4. Dégradation des Pesticides
4.1. Deégradation biotique

La biodégradation est un processus qui résulte de transformations chimiques causées par différents
organismes et leurs systéemes enzymatiques. Elle se produit naturellement dans des environnements tels que le
sol, les sédiments et 1’eau, ainsi que dans les organismes végétaux et animaux. Bien que ce processus soit
considéré comme une détoxification lorsque la dégradation a lieu dans des organismes vivants, les réactions
chimiques sont généralement
similaires. La dégradation biotique dans le sol, les sédiments et 1’eau est particuliérement importante d’un point
de vue agricole et environnemental car les substances présentes dans I’environnement peuvent étre absorbées et
avoir un effet biologique. La microflore de ces milieux, tels que les champignons, les algues, les protozoaires et
les bactéries, est a 1’origine de la dégradation biotique. Cependant, les bactéries et les champignons sont
principalement responsables de la dégradation des pesticides (Calvet et al., 2005).
4.2. Dégradation abiotique

La dégradation abiotique des pesticides peut étre influencée par divers facteurs tels que 1’eau, le pH, les
catalyseurs abiotiques, les oxydes métalliques, la matiere organique, la lumiére et les conditions atmosphériques.
L’hydrolyse est favorisée par 1I’eau et le pH, qui peuvent étre
contrblés par des catalyseurs ion-métal ou des argiles. Les réactions d’oxydo-réduction sont induites par des
catalyseurs abiotiques comme les oxydes métalliques ou les métaux réduits. Les phénomenes de dégradation
abiotique des pesticides peuvent étre étudiés en laboratoire dans des conditions contrdlées puis vérifiés dans des

sols stérilisés pour s’affranchir de la biodégradation (Chaplain et al., 2011).
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4.3. Photodégradation

La photodégradation peut se produire par des processus de photolyse directe ou indirecte, influencés par
I’intensité lumineuse, le coefficient d’absorption moléculaire du pesticide, la présence de substances humiques
dans le sol, ainsi que la présence d’eau ou d’ions
métalliques. Les pratiques agricoles telles que I’ajoute de compost peuvent modifier la photodégradation des
pesticides (Chaplain et al., 2011).

5. Comportement et devenir des pesticides dans I’environnement

5.1. Interactions moléculaire sol-pesticide

Les mécanismes d’interaction moléculaire entre les pesticides et le sol peuvent étre classés en différents
types tels que les liaisons ioniques, les échanges ioniques, les liaisons de
coordination, les liaisons hydrogéne et les liaisons de Van der Waals (Flogeac, 2004).

Plusieurs facteurs influencent 1’adsorption des pesticides par le sol, tels que la température, le pH du sol
et de I’eau, la taille et la surface spécifique des particules solides, le rapport sol-eau, les propriétés physiques de
I’adsorbant et la composition du sol, notamment la
présence de matiére organique, d’argile et d’autres constituants (Chafik, 2002).

Une étude sur I’adsorption de trois herbicides (atrazine, terbutryne et acide 2,4- dichlorophénoxyacétique)
sur 55 matériaux solides de sols aux compositions et origines variées a montré que le mécanisme d’adsorption
dépend de la nature des sols. Les sols riches en matiére organique adsorbent tous les pesticides non ioniques en
grande quantité, tandis que les pesticides cationiques sont fortement adsorbés par les sols riches en minéraux
argileux (montmorillonite et vermiculite surtout) et en matiere organique. Les pesticides anioniques sont
fortement adsorbés par les sols riches en oxydes et hydroxydes métalliques (Barriuso et Calvet, 1992).

5.2. Mobilisation des pesticides

Lorsque des pesticides sont mis en contact avec un solide adsorbant, une partie des molécules est retenue,
entrainant une diminution de la concentration de la solution. Aprés un certain temps, I’équilibre est atteint et la
concentration devient constante. Si la concentration de la solution diminue par dilution de la phase liquide,
I’équilibre est rompu et le systéme évolue vers un nouvel équilibre, entrainant la libération de pesticides dans la

solution. Ce phénomeéne est appelé désorption et sa limite dépend des caractéristiques de 1’adsorption (Calvet et
al., 2005).

6. Mode Action des pesticides
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Les insecticides ont une action indépendante du systeme de défense des plantes. Ils ciblent spécifiquement les
insectes et entrent en contact avec eux par adhérence, digestion ou inhalation. La plupart de ces produits agissent
en tant que neurotoxiques, endommageant le systeme nerveux de l'insecte jusqu'a provoquer sa mort. D'autres
empéchent la mue ou inhibent la sensation de faim, ce qui entraine également la mort de l'insecte. Certains
insecticides agissent par asphyxie, perturbation du métabolisme ou encore en tant que poison (Casida et Durkin,
2013).

Les herbicides inhibent la photosynthese des plantes ou imitent les effets des régulateurs de croissance
naturellement produits par les plantes. Il existe deux principaux types d'action : les herbicides pré-levée qui
agissent avant I'apparition des mauvaises herbes, et les herbicides post-levée qui agissent apres. Dans ce dernier
cas, on distingue deux catégories : les herbicides a action par contact, limités aux parties végétatives exposees a
I'air, et les herbicides a action systémique, qui sont transportés par le systéme vasculaire de la plante vers les

parties aériennes et souterraines qui n'ont pas été directement pulvérisées (Powles et Yu, 2010).

Les fongicides sont des substances qui limitent le développement des champignons pathogenes. lls se
divisent en deux grands types : les fongicides préventifs et les fongicides curatifs. Les fongicides préventifs
forment une couche protectrice sur la plante, empéchant la germination des spores fongiques. Ils ne permettent
donc pas de contrdler les champignons déja présents sur la plante et doivent étre appliqués préventivement avant
I'apparition de la maladie. En revanche, les fongicides curatifs agissent sur les maladies déja présentes. lls peuvent
étre systémiques, non systémiques ou translaminaires. Les fongicides systémiques se répartissent plus ou moins
dans toutes les parties de la plante via son systéme vasculaire. Les fongicides translaminaires pénétrent dans les
tissus de la plante sans se disperser, tandis que les fongicides non systémiques restent a la surface des tissus. Ces
produits affectent les organismes pathogenes de différentes manieres, tels que le blocage de la respiration des
mitochondries, l'inhibition de la synthése des stérols (qui sont essentiels au fonctionnement cellulaire) et la
perturbation de la division cellulaire (Hahn, 2014).
7.Utilisations des pesticides dans le monde

Dans le domaine de la protection des végétaux, 'utilisation des pesticides s’avere indispensable pour
soigner ou prévenir les maladies des organismes végétaux ou du moins a limiter la croissance de certains végétaux
nuisibles aux cultures, tel dans les cultures maraicheres, les céréales, les rosacées, les agrumes et en particulier,
les cultures intensives basées surtout au niveau des grands périmétres irrigués (Relyea, 2009).

La production mondiale des pesticides a généré un chiffre d’affaires d’environ 40 milliards de dollars. Le

marché mondial est globalement stable depuis quelques années (2000). Il faut noter que certains évenements
v
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climatiques récents (chaleur et sécheresse en Europe, pluie en Océanie) influencent fortement ces chiffres.
Cependant, la répartition de ce marché entre les différentes catégories démontre la prédominance des herbicides
qui détiennent 47% de cette somme, suivies des insecticides qui représentent prés de 29 % et les fongicides 18 %,
comme le montre la Figure 01(ACTA., 2002).

W Herbicides
M Insectides

B Fongicides

M Autres

Figure 01. : Vente de pesticides dans le monde(FAO-ONSSA., 2015)

8.Role et importance des pesticides

Les pesticides jouent un réle crucial et sont importants pour plusieurs raisons. Cependant, il est important de noter
que leur utilisation comporte des risques pour la santé humaine, tels que leur accumulation dans la chaine
alimentaire et leur consommation par les étres humains. Ils peuvent également avoir un impact sur la pollution de
I'eau, du sol, sur la vie de la faune et de la flore, ainsi que sur la santé des agriculteurs. Malgré ces risques, il est

difficile de négliger les avantages des pesticides, parmi lesquels on peut citer (Merghid et al., 2017):

- Protection des végétaux ou des produits végétaux contre les organismes nuisibles ou prévention de leurs

actions.

- Action sur les processus vitaux des végétaux, a condition qu'il ne s'agisse pas de substances nutritives (par

exemple, les régulateurs de croissance).

- Conservation des produits végétaux, a moins que ces substances ou produits ne fassent l'objet de

dispositions spécifiques concernant les agents conservateurs.

10
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- Elimination des végétaux indésirables ou de certaines parties de végétaux, ralentissement ou prévention

d'une croissance indesirable des végétaux

9. L’herbicide glyphosate
9.1. Géneralités

Le glyphosate, également appelé N-phosphonométhyl glycine, est une substance amphotére qui possede
une fonction amine secondaire basique située au centre de sa structure, ainsi qu'un acide carboxylique et un acide
phosphonique présents aux extrémités. Cela lui confere la capacité de créer des sites cationiques et anionigues.
Le glyphosate est utilisé en combinaison avec différents adjuvants pour améliorer son efficacité en favorisant sa

pénétration dans les plantes, le plus courant étant le polyoxyéthylene amine (POEA). (Maccario,2020)

9.2. Mode d’action

Le glyphosate est un herbicide systémique non sélectif utilisé pour la lutte contre les graminées annuelles
et vivaces et les mauvaises herbes a feuilles larges dans 1’agriculture, I’horticulture, les plantations, les vergers,
les vignobles et la sylviculture (Stephenson et Harris,.2016). Une fois que la plante I’a absorbé, le glyphosate
inhibe la 5- énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase(EPSPS), une enzyme de la voie shikimate, bloquant ainsi
la biosynthése des acides aminés phénylalanine, tyrosine et tryptophane. Lors de son utilisation, une partie du
glyphosate peut également tomber directement sur les sols, en particulier au printemps lorsque les plantes ne
couvrent pas complétement le sol(Maccario,
2020).

9.3. Structure chimique du glyphosate

C’est un organophosphoré contient un groupement phosphonate (C—PO—(OH)2) est composé de formule
brute C3H8NOS5P appelé N(phosphonométhyl)glycine (Franz et al., 1997).

11
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Figure 02:Structure chimique de glyphosate (Miquel, 2003)

9.4. Propriétés physico-chimiques
Le glyphosate est un composant trés polaire, il est trés soluble dans 1’eau mais insoluble dans la plupart
des solvants organiques. Dans les sols, il est rapidement adsorbé (Ibanez et al.,
2005).
Tableau | : Les propriétés physico-chimiques du Glyphosate (Couture et al., 1995 ; Baylis, 2000)

Molécule | Formule Propriétés physico-chimiques

Glyphosate 0 0
o Ho‘,P"\,n\)LOH Poids moléculaire [¢/mol]= 169.1.

HO Pression de vapeur [Pa] 1.31.107 (T =25°C)
Coefficient d’adsorption : (Koc) [L/kg] = (884-60000)
Constante de dissociation (pKa)
pKal= 234 a 20°C (acide phosphate)
pKa2=5.73 a 20°C (amine secondaire)
pKa3= 10.2 a 20°C (acide carboxylique)
Solubilité (eau) = 12 g/L. a 25°C
Stabilité :

Eau : DT50 =2 a 91 jours, (photodégradation ) ;
Sols : DTS50 =3 a 174 jours,

Kd =61 g/m’ (coefficient d’adsorption trés élevé)

Point de fusion=200°c

9.5. Dégradation du glyphosate

9.5.1. Dégradation chimique

12
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Des études menées dans des conditions stériles par Rueppel et al. (1977) ont examiné le potentiel de
dégradation chimique du glyphosate dans le sol et I'eau. Les résultats montrent une absence de dégradation
significative. Cette stabilité dans le sol est confirmée par les travaux de Sprankle et al. (1975), qui ont utilisé des
incubations de sol traité au glyphosate et a I'azide de sodium comme inhibiteur de I'activité microbienne. De
méme, pour I'eau, Doliner (1991) a montré que le glyphosate est stable pendant 32 jours dans des solutions stériles

tamponnées a pH 3, 6 ou 9 et maintenues a l'obscurité a des températures de 5 ou 35°C.
9.5.2. Dégradation biologique

La dégradation biologique du glyphosate est influencée par plusieurs facteurs expérimentaux tels que le
pH et la concentration en oxygeéne. Les taux de dégradation du glyphosate sont plus élevés a un pH neutre et en
présence d'une forte teneur en oxygene (2,04 pmol/g/jour et 2,40 umol/g/jour respectivement). Le temps
nécessaire a la minéralisation du glyphosate varie de 8 a 92 jours selon les propriétés biologiques et chimiques du
sol (Ndjouhou,2012).

L’acide aminométhylphosphonique (AMPA) est le principal sous-produit de la dégradation biologique du
glyphosate. 11 est plus difficile a dégrader que la molécule mére et persiste plus longtemps dans 1’environnement.
Dans I'AMPA, la liaison C-P est conservée. La dégradation du glyphosate en AMPA est liée au fait que les
microorganismes présents dans le sol disposent d'autres sources de phosphore et n'ont donc pas besoin de I'obtenir

a partir du glyphosate (Ndjouhou,2012).

Les chercheurs ont egalement montré, grace a des analyses HPLC en suivant la teneur du glyphosate, de
I'AMPA et de la sarcosine, que la coupure de la liaison C-N du glyphosate avec formation de 'AMPA se produit
plus facilement que celle de la liaison C-P. Cette rupture préférentielle de la liaison C-N pourrait étre expliquée
par la présence d'un grand nombre de microorganismes capables de "couper" cette liaison dans les sols,

contrairement a la rupture de la liaison C-P qui nécessite une population bactérienne spécifique (Ndjouhou,2012).

13
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Figure 03.Voie de biodégradation du glyphosate via la formation d'acide aminométhylphosphonique

(AMPA) et de formaldéhyde(Simranjeet, 2020).

9.6. L'effet du glyphoste sur les microorganismes de sol

Il existe plusieurs effets du glyphosate sur les microorganismes de sol. Parmi les effets les plus discuté dans

littératures on cite :

a. La réduction de la biomasse microbienne : Plusieurs études ont montré que l'utilisation de glyphosate
peut entrainer une réduction de la biomasse microbienne dans le sol, ce qui inclut les bactéries, les
champignons et les actinomycétes. Par exemple, dans une étude de loppole et al (2014), les auteurs ont
observé une diminution significative de la biomasse microbienne dans les sols traités au glyphosate par

rapport aux sols non traités.

b. Altération de la composition de la communauté microbienne : Le glyphosate peut également modifier
la composition des communautés microbiennes du sol. Des études ont montré des changements dans

I'abondance relative des différentes espéces bactériennes et fongiques suite a I'application de glyphosate.

14
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Ces altérations de la composition peuvent avoir des conséquences sur les fonctions écologiques et les

processus du sol (Zabaloy et al.,2019).

c. Perturbation des processus du sol : Le glyphosate peut influencer les processus du sol tels que la
décomposition de la matiére organique, la fixation de I'azote et la disponibilité des nutriments. Des études
ont montré une réduction de l'activité enzymatique impliquée dans la dégradation de la matiére organique
du sol ainsi qu'une diminution de la capacité des microorganismes du sol a fixer I'azote et a libérer des

nutriments essentiels pour les plantes (Braganca et al.,2020)

9.7. Les microorganismes qui dégradent les herbicides

Les herbicides peuvent étre dégradés par divers microorganismes présents dans le sol, notamment les bactéries,
les champignons et les actinomycétes. Ces microorganismes possédent des enzymes spécifiques capables de

décomposer les composés chimiques des herbicides.
9.7.1. Les Bactéries

Certaines especes de Pseudomonas sont réputées pour leur capacité a dégrader différents types d'herbicides, tels
que le glyphosate, I'atrazine et le 2,4-D.Les espéces du genre Rhizobiumspp. sont souvent associées a la nodulation
des légumineuses, mais certaines souches ont également la capacité de dégrader les herbicides.Certaines souches
de Bacillus ont démontré leur capacité a dégrader des herbicides tels que le pendiméthaline et le linuron
(Singh,2019).

9.7.2. Les champignons

Les espéces du genre Trichoderma sont bien connus pour leur capacité a dégrader différents types de pesticides,
y compris les herbicides.L’especePhanerochaetechrysosporium est également capable de dégrader certains

herbicides, notamment le glyphosate (Singh,2019).
9.7.3 Les actinomyceétes

Les espéces de Streptomycesspp. sont couramment présents dans le sol et peuvent jouer un role dans la
dégradation des herbicides. Certaines souches de Streptomyces ont démontré leur capacité a dégrader des
herbicides tels que le linuron et le pendiméthaline. 1l convient de noter que la capacité des microorganismes a
dégrader les herbicides peut varier en fonction de différents facteurs, tels que les conditions environnementales,

la concentration de I'herbicide et la présence d'autres substances dans le sol. De plus, la dégradation des herbicides
15
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peut étre un processus complexe qui implique souvent plusieurs microorganismes travaillant en synergie
(Singh,2019).

9.8. Les specialités commerciales a base de glyphosate

Le glyphosate est principalement utilisé sous forme de sels (isopropylamine, trimethylsulfonium, sodium
ou ammonium) afin de le rendre plus soluble dans I'eau. Il est largement utilisé comme ingrédient actif dans de
nombreux désherbants non rémanents. Il existe de nombreuses spécialités commerciales disponibles sur le
marché, telles que I'Ameg (CFPI Nufarm), le Cosmic (Calliope), le Tchao (BHS), Cargly (Cardel), le Rodeo
(Monsanto), le Nomix (Monsanto) et la gamme de désherbants Roundup (Monsanto), qui est la plus couramment
utilisée et celle sur laquelle nous nous sommes concentrés. Les produits Roundup contiennent du glyphosate sous

forme de sel d'isopropylamine(Benslama, 2014).
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1. Sites de preélévement

Trois sols agricoles en prévenance de a la commune de Ain Fakroun, Ain M’lila et Ain

El Beida, sont retenus pour cette étude.

2. Echantillonnage
Les préléevements des échantillons de sols ont éte réalisés le mois de Février. Pour chaque sol, aprés avoir écarté
les cing premiers centimetres du sol, des quantités suffisantes de terre ont été prélevées de différents endroits,

espacés environ de 10 m, selon 1’axe Nord-Sud et déposés dans du papier aluminium préalablement stérilisé.

3. Traitement des échantillons du sol

Les échantillons ont été transportés au laboratoire de microbiologie de 1’université El-Arbi BenMhidi,

broyés et tamisés a travers un tamis de 2 mm et conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation (Figure 04).

Figure 04.Les trois échantillons de sol testés (AF,AM,AB)

4. Enrichissement des souches dégradant les herbicides Glyphosate

Pour chaque type de sol, deux échantillons de sol de 5g sont introduits dans deux

Erlenmeyers de 250 ml contenant chacun 45 ml du milieu minimum stérile MMM (annexe).
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Un volume Glyphosate est rajouté, par filtration (filtre 0,22um), a chaque Erlenmeyer pour
atteindre une concentration finale de 50 mg/l. Les cultures, ainsi obtenues, ont été incubées a

37°C sous une agitation de 150 t/m pendant une semaine (Figure 05).

Figure 05. Incubation des cultures a fermenter

Un volume de 5 ml de chaque culture a été transféré dans 45 ml de nouveaux milieux
minimums stériles (MMM), contenant, chacun, 100 mg/1 de I’herbicide, incubées 7 jours a
37°C sous agitation 150 t/m. Trois autres transferts successifs ont été réalisés dans des
nouveaux milieux minimums stériles en augmentant a chaque fermentation la concentration
de I’herbicide allant de 300, 600 jusqu’a 900 mg/1.

Figure 06.Erlenmeyers contenant culture dans le MMM additionné de I’herbicide

5. Isolement des souches
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La quatriéme et la cinquieme fermentation ont été ensemencées en surface sur le milieu GN (annexe) pour
I’isolement des bactéries susceptibles de dégrader le glyphosate. Les cultures sont, ensuite, incubées a 37°C

pendant 24H.

Figure 07.L’ajoute de suspension dans Figure 08. Ensemencement par rateau
la boite ( Milieu GN)

6. Purification des isolats

Une colonie par type morphologique et par flore est prélevée. Les colonies prélevées sont ensuite repiquées

par la méthode de quatre quadrants, sur les mémes milieux d’isolement jusqu’a obtention d’une souche pure.

7. Identification présomptive des souches isolées

L’identification des souches bactériennes est basée sur des schémas d’identifications dichotomiques
(Joffin et Leyral, 2002). Chaque colonie purifiée est prélevée et diluée dans 9 ml d’eau physiologique. A partir
de cette suspension bactérienne dense, on procéde a une observation microscopique apres coloration de Gram et
a une série de tests biochimiques classiques en vue d’une identification éventuelle (Joffin et Leyral, 2002 ;
Guiraud, 1998).
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7.1. Identification microscopique

7.1.1. Examen microscopique a I’état frais (technique de la goutte pendante)

Cette technique permet la détermination de la mobilité des bactéries a 1’état frais par 1’utilisation de la

lame creuse, ensuit, I’observation microscopique a immersion.

7.1.2. Examen microscopique apreés coloration (coloration différentielle de Gram)

Elle est effectuée selon la méthode classique. Des frottis des différentes colonies prélevées de la flore

aérobie mésophile totale sont préparés, colorés puis observés sous microscope optique a grossissement x100.

7.2. Tests biochimiques

7.2.1. La réduction de nitrate

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries a produire une enzyme respiratoire appelée
nitrate réductase. Les souches sont ensemencées dans du bouillon nitraté contenant le nitrate de potassium (KNO
3) et incubés a 37°C pendant 24h, 3 gouttes de chacun des réactifs de Griess NR | (acide sulfanilique) et NR 11
(alpha-naphtylamine) sont ajoutées a la culture. La réduction des nitrates en nitrites est mise en evidence par
I’apparition d’une coloration rouge (Jones, 1926). En I’absence de cette coloration, quelques milligrammes de
poudre de zinc sont alors ajoutés, deux cas sont possibles :

e Apparition de la coloration rouge: les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la

souche (résultat négatif).

e Absence de coloration: les nitrates sont réduits au-dela du stade des nitrites (résultat

positif).

7.2.2. Etude de la mobilité et de la dégradation du mannitol

Ce teste permet de déterminer si la bactérie est mobile et capable de dégrader le mannitol. Le milieu utilisé

est le mannitol-mobilité (Annexe). C’est une gélose semi molle permettant de rechercher simultanément la
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fermentation du mannitol et la mobilité. Le milieu est ensemencé par piqure centrale unique et incubé a 37°C
pendant 24h (MacConkey,1905).

7.2.3. Mise en évidence de la fermentation des glucides

Ce test permet la différencier les bactéries par la fermentation de trois sucres (glucose, lactose et
saccharose) ainsi que la production de gaz et de sulfure d’hydrogéne (H 2 S). Cette mise en évidence est réalisée
sur le milieu T.S.I. (Annexe). La surface de la gélose est ensemencée abondamment par stries serrées et le culot
par piqure centrale. Le bouchon du tube est 1égérement bouché de fagcon a permettre 1’aération du milieu. La

lecture se fait aprés 24h d’incubation a 37°C (Kligler, 1917).

7.2.4. Etude de destinée de ’acide pyruvique

L’acide pyruvique peut étre complétement oxydé ou étre le point de départ de diverses voie fermentaires
conduisant a une grande variété de composant finaux dont la nature est caractéristique des types fermentaires :
(1) La fermentation des acides mixes : conduit a la production de plusieurs acides et provoque une acidification
importante du milieu glucosé. Cette voie est étudiée par le test au rouge de methylene. (2) La fermentation
butylene glycolique : conduit a la réduction de ’acétone en 2-3 butanédiol. Le test VP permet de caractériser
I’acétone en présence d’une base forte et de 1’alpha naphtol. Le milieu Clarck et Lubs est ensemencé et incub¢ a
37°C pendant 24h. 01 & 02 gouttes du réactif RM sont ajoutés a 02 du milieu, a un autre ml du milieu 0,5 ml du
réactif VP1 (soude) et du réactif VP2 (alpha-naphtol) sont ajoutés (Voges et Proskauer, 1898).

7.2.5. La mise en évidence de la production d’indole

Certaines bactéries désaminent puis hydrolysent le tryptophane pour donner une molécule d’indole.
L’indole réagit avec la fonction aldéhyde du para-diméthyl-amino- benzaldéhyde pour donner un composé coloré
en rouge. Le milieu eau peptonée exempte d’indole (Annexe) est ensemencé et incubé 24h a 37°C. L’indole

produit est révélé par le réactif de Kovacs (Kovacs, 1956).

7.2.6. Utilisation du citrate comme seule source de carbone
Certaines bactéries sont capables d’utiliser le citrate comme seule source de carbone et d’énergie car elles

possédent une citrate perméase et des enzymes de catabolisme du citrate. Ces bactéries sont capables de croitre
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sur le milieu citrate de Simmons, dont I’unique source de carbone est le citrate. Le milieu citrate de Simmons est

ensemencé par des stries serrés sur la pente et incubé a 37°C pendant 5 jours (Simmons, 1962).

8. Mesure de la cinétique de la biodégradation du glyphosate par spectrophotométrie

8.1. Préparation des inocula

Les suspensions bactériennes de cinq isolats sont préparée dans 9 ml d’une solution saline fraiche pour

atteindre une suspension cellulaire de 0,5 McFarland.

8.2. Suivi de I’évolution de la biomasse des différents isolats

Les cinétiques de dégradation de glyphosate ont été suivie par la mesure de la croissance des isolats
cultivaient sur milieu liquide contenant 1’herbicide en tant que seule source de carbone. Ces expériences ont été
réalisées dans des Erlenmeyers de 250 ml contenant 45 ml du milieu MMM stériles additionnés de 100 mg/I du
glyphosate. Un aliquote de 5 ml de
chaque inoculum a été utilisé pour inoculer chaque Erlenmeyer. Les milieux sont incubés a 37°C pendant 8 jours
sur un agitateur réglé a 150 t/m. 2 ml du milieu de culture sont prélevés
a partir de chaque Erlenmeyer a un intervalle de 24 h jusqu’a 192 heures et testés pour la croissance bactérienne

en mesurant la densité optique a 600 nm.
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CHAPOTRE I11 RESULTATS ET DISCUSSION

1.1dentification des souches

La recherche mondiale se concentre sur la dégradation des pesticides organophosphorés par des micro-
organismes et le développement de stratégies de bioremédiation pour les sols contaminés en utilisant des micro-
organismes capables de décomposer les polluants (Semple et al., 2001). Dans cette étude, 17 isolats bactériens
ont été obtenus a partir de trois sols différents. Ces isolats ont été testés et ont montré la capacité de croitre dans
un milieu contenant uniquement 1’herbicide glyphosate comme source de carbone et d’énergie.

Un nombre de 07 souches sont isolées du sol de Ain Fakroum (codées S1-S7), 04 souches du sol de Ain
M’lila (codées S8-S11) et 06 souches du sol de Ain El Beida (codées AB12-AB17).

Nombre des isolats
O KB N W N U1 O N
|

AF AM AB

Type de sol
AF, Ain El Fakroun; AM, Ain Mlila; AB; Ain El Beida

Figure 09. Histogramme reflétant le nombre des isolats de chaque sol

Le nombre reduit des isolats peut étre explique par la toxicité des milieux artificiels due au mode d'action
des herbicides Glyphosate qui agit en inhibant voie de l'acide shikimique, métabolique aboutissant a la
biosynthése de certains acides aminés aromatiques. La toxicité de 1’herbicide est responsable de I'élimination
d'une part importante du microbiote. Cela peut aussi s’expliquer par le fait qu’a des concentrations élevées du
glyphosate, les enzymes cataboliques appropriées peuvent étre réprimeées chez certaines souches sensibles (Tang
et You, 2011).

Les souches microbiennes isolées dans cette étude, ont facilement résisté a la toxicité du glyphosate présent
en fortes concentrations dans les derniéres fermentations, ce qui fait leur intérét écologique. Pour cette raison nous
nous sommes intéress¢ a I’identification de ces souches ainsi qu’a des éventuelles tests de confirmation de leur
capacité de biodégradation du glyphosate.Dans cette étude cing (S1, S3, S5, S7, et S16) souches sont été
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sectionnées sur la base de leur caracteres morphologiques, ou elles ont été caractérisées par un ensemble de tests

morphologiques et biochimiques (Figure 10).

Figure 10.Aspect macroscopique des 5 isolats bactériens sélectionnés

1.1. Examen macroscopique

L’observation macroscopique des isolats sélectionnés est résumée dans le tableau 02 Les caracteres de
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taille, opacité, couleur, surface, odeur, et texture varient entre les 05 isolats permettant leur distinction comme

souches différentes.

Tableau 02.Aspect macroscopique des colonies des isolats sélectionnés

RESULTATS ET DISCUSSION

Taille Opacité Couleur Surface Odeur Texture
So e
S1 %y, | Moyenne | Transparent | Blanche Lisse Légere Mugeuse
S3 Petite Opaque Beige Lisse Fort Lisse
granuleuse
S5 Grand Transparent | Beige Lisse Mauvaise Lisse
granuleuse
S7 Grand Transparent | Beige Lisse Sans odeur | mugeuse
S16 Moyenne Transparent | Beige Lisse légére Lisse
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Figure 11.Quelques photos de la coloration de Gram des isolats
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Tableau03. Résultats de la coloration de Gram pour les cing souches sélectionnées

RESULTATS ET DISCUSSION

Gram Forme Regroupement
S1 _ Cocci En amas
S3 _ Bacille Séparés
S5 + Cocci Diplocoque
S7 + Bacille En chainette
S16 | + Bacille Séparés

1.2.  Examen biochimique

Les résultats des tests biochimiques des 05 souches sont représentées dans le tableau04.

Tableau 04. Résultats de 1’identification biochimique des souches sélectionnées

Lestests | Eau peptone | goyillon Clark et | Citrate de | Manitol
souches Extrait d’indol | Nitraté Lubs simmons mobilité
st - * + + +/Mobile
S3 _ + + + -/Immobile
S5 _ + + + -/lmmobile
S7 _ + + + -/Immobile
S16 + + + + -/Immobile

1.2.1.Test d’indole
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Apres l'ajout du réactif de Kovacs, une seule souche, S16, a produit un anneau rouge, suggérant sa capacité
a produire de l'indole par la désamination et I'hydrolyse du tryptophane présent dans le milieu de culture. La
production d'indole est catalysée par une enzyme bactérienne appelée « la tryptophanase », qui dégrade le
tryptophane en indole, acide pyruvique et ammoniac. Comme l'indole est apolaire, il est soluble dans les solvants
organiques et réagit fortement en milieu acide avec le para diméthylamino-benzaldéhyde présent dans le réactif

de Kovacs, ce qui explique I'apparition de I'anneau rouge

Figure 12 : Test d’indole

1.2.2. Recherche de la nitrate réductase

D'apreés les résultats de la recherche de la nitrate réductase, toutes les souches ont montré une réaction positive
(indiquée par I'apparition d'une couleur rouge apres I'ajout des réactifs NIT1et NIT2), ce qui indique leur capacité
a utiliser le nitrate comme accepteur final d'électrons dans leur processus de respiration anaérobie, et a le réduire

en nitrite.
1.2.3.Test du citrate

Aprés au moins 3 jours d'incubation, toutes les souches ont provoqué un changement de couleur du milieu de
citrate de Simmons, passant du vert au bleu. Ce changement indique que ces souches sont capables d'utiliser le
citrate, ce qui suggere la présence d’un citrate perméase et d'enzymes impliquées dans le catabolisme du citrate.
Seules les bactéries autotrophes sont capables de croitre en utilisant le citrate comme seule source de carbone, ce
qui provoque une augmentation du pH du milieu, car le citrate est le premier composé du cycle de Krebs. Par
conséquent, si une souche utilise le citrate, elle se développera et le milieu s'alcalinisera, entrainant un changement

de couleur du vert au bleu.
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Figure 13 : test de citrate

e 1.2.4.Test du mannitol mobilité

Seule la souche S1 a présenté une réaction positive pour l'utilisation du mannitol, comme indiqué par un

changement de couleur du milieu vers le jaune apres 24 heures d'incubation

\ Q',i

Figure 14:Test de Mannitol Mobilité

1.2.5.Test VP

Pour toutes les souches, une couleur rouge est observée aprés ajout des réactifs VP1 et VP2 dans le milieu

Clarck et Lubs, indiquant que ces souches empruntent la voie fermentative butanédiolique.
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: i

Figure 15: Test de la voie fermentative VP+/RM-
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Figurel6. Résultats des tests biochimiques des 05 isolats sélectionnés

En raison du nombre limité de tests biochimiques disponibles dans notre étude, en particulier le test de
catalase et d'oxydase, l'identification des isolats sera difficile. L utilisation de tests supplémentaires est donc

indispensable. Ces tests supplémentaires pourraient inclure des tests de fermentation de différents sucres, des tests
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de coagulase, des tests d’hydrolyse d'amidon, etc. En utilisant une combinaison de tests, il sera plus facile de

differencier les isolats et de les identifier avec précision.

Plusieurs espéces de bactéries ont été isolées a partir d'environnements préalablement traités et non traiteés,
qui peuvent dégrader le glyphosate soit de maniére co-métabolique, soit en tant que source de phosphore.
Plusieurs espéces de Pseudomonas capables de dégrader le glyphosate ont été isolées (Moore, 1983 ; Quinn,
1989). De méme, unFlavobacteriumsp. (Balthazor&Hallas, 1986), un Alcaligenessp. (Tolbot, 1984), Bacillus
megaterium souche 2BLW (Quinn, 1989), plusieurs espéces de Rhizobium (Liu, 1991), trois especes
d'Agrobacterium (Liu, 1991) et un Arthrobactersp. (Pipke, 1987) ont également été signalés comme dégradant

cet herbicide.

2. Suivie de ’évolution de la biomasse des différentes souches en présence du glyphosate comme seule

source de carbone par spectrophotométrie

Les cinq souches S1, S3, S5, S7, S16 ont été sélectionnées dans 1’expérience de la dégradation de

I’herbicide glyphosate comme seule source de carbone.

Les cinétiques de croissance des 05 souches ont été suivies dans le temps a 600 nm, en utilisant le MMM
enrichi de I’herbicides a 100 mg/l comme seule source de carbone. Les différents DO sont pris chaque 24 heures

durant 8 jours, et les courbes de croissances sont tracées et représentées dans le Tableau 05 et la figure 17

Tableau 05.Mesures de DO prises durant huit jours de fermentation

S1 S3 S5 S7 S16
J1 0.017 |0.018 |0.024 |0.021 |0.021
J2 0.042 |0.082 |0.031 |0.023 |0.031
J3 0.057 |0.051 |0.060 |0.061 |0.056
J6 0.080 |0.101 |0.069 |0.169 |0.195
J8 0.104 |0.050 |0.075 |0.075 |0.204

Les cinq courbes DO = f (t) obtenues ont 1'allure de courbes de croissance bactérienne classique.
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Figure 17: Cinétique de croissance des souches sélectionnées en présence du glyphosate comme seule source de
carbone

Au jour 1 (J1), on observe que la souche S5 a une densité optique légérement plus elevee que les autres
souches, tandis que la souche S3 a la densité optique la plus faible. Cela suggere que la souche S5 peut avoir une

croissance de base plus rapide et une meilleure adaptation au substrat glyphosate.

En observant les courbes de croissance des souches sur les 8 jours, on remarque que la souche S3 semble
étre la plus affectée par la présence de glyphosate. Sa densité optique reste relativement basse par rapport aux
autres souches tout au long de I'expérience. Cela suggére que la souche S3 pourrait étre plus sensible au glyphosate

ou a I’'un de ses sous-produits de dégradation qui peut inhiber sa croissance.

Du J1 au J3 Les autres souches (S1, S3, S5, S7, S16) semblent montrer une croissance plus similaire les
unes aux autres en présence de glyphosate. Cependant, des différences subtiles peuvent étre observées. Par
exemple, la souche S7 et S16 conserve généralement une densité optique légérement plus élevée dés le 3°™ jour

par rapport, suggérant une résistance relative au glyphosate et une utilisation plus efficace de I’herbicide.
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Au sein de chague souche, on peut observer des variations dans les profils de croissance. Par exemple, la
souche S16 montre une augmentation progressive de la densité optique au fil du temps, atteignant une valeur
relativement élevée au jour 8 (J8). En revanche, la souche S16 atteint rapidement un pic de densité optique au

jour 3 (J3), puis connait une stabilisation de la croissance.

Les variations observées dans la croissance des différents isolats testés dans cette expérience peuvent étre
attribuées a leur différence de tolérance aux herbicides. Ces microorganismes peuvent présenter des niveaux
variables de résistance ou de sensibilité aux herbicides étudiés. De plus, ces différences de croissance peuvent
également étre influencées par les compétences métaboliques spécifiques de chaque souche vis-a-vis des

herbicides.

Les phases de latence observées indiquent que les souches bactériennes se sont adaptées plus ou moins
rapidement a la source de carbone utilisée, c'est-a-dire le glyphosate. L'augmentation de la biomasse microbienne
pendant les premiers jours correspond a la phase exponentielle de croissance, au cours de laquelle la disponibilité

du substrat (glyphosate) est suffisante pour répondre aux besoins métaboliques des souches.

Cependant, la stabilisation de la concentration microbienne au-dela de 5 jours pour les souches S1, S3, S5
et S7 indique que les exigences nutritionnelles des souches dépassent la vitesse de dissolution du substrat. Cela

signifie que la biodisponibilité du glyphosate devient limitante, entrainant une phase stationnaire de croissance.

Les observations suggérent que chaque souche bactérienne présente une adaptation différente a la source
de carbone (glyphosate) utilisée. Les variations dans la croissance peuvent étre attribuées a la tolérance
individuelle aux herbicides et aux compétences métaboliques spécifiques des souches vis-a-vis des herbicides
étudies. De plus, la limitation de la biodisponibilité du glyphosate peut entrainer une stabilisation de la

concentration microbienne, caractérisant une phase stationnaire de croissance.
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CONCLUSION

L'objectif de cette étude était d'isoler et de caractériser des souches bactériennes a partir de différents sols agricoles
de trois regions de la wilaya d'Oum El Bouaghi en Algérie, afin de mettre en évidence leur capacité de
biodégradation de I'nerbicide glyphosate. 16 isolats bactériens ont démontré la capacité de croitre dans un milieu
contenant uniquement le glyphosate comme source de carbone et d'énergie. Les souches microbiennes isolées
dans cette étude ont montré une résistance a la toxicité du glyphosate, ce qui suggére leur intérét écologique dans

la dégradation de cet herbicide.

Parmi les 16 souches isolées, cing souches (S1, S3, S5, S7 et S16) ont été sélectionnées pour une
caractérisation plus approfondie. Les caracteres morphologiques, macroscopiques et microscopiques de ces
souches ont été étudiés. Les résultats ont révélé des variations dans la taille, I'opacité, la couleur, la surface, I'odeur
et la texture des colonies des souches, permettant leur distinction en tant que souches différentes. De plus, les
tests de coloration de Gram ont révélé que S1 et S3 étaient Gram négatif, tandis que S5, S7 et S16 étaient Gram

positif.

Les tests biochimiques ont également été effectues pour identifier les caracteristiques métaboliques des
souches sélectionnées. Les résultats ont montré des réponses différentes pour chaque souche dans les tests, tels

que le test d'indole, le bouillon nitrate, le test de Clark et Lubs, le citrate de Simmons et le mannitol.

L'évolution de la biomasse des cing souches sélectionnées en présence du glyphosate comme seule source
de carbone a été suivie par spectrophotométrie. Les courbes de croissance obtenues ont montré une augmentation
de la densité optique au cours des premiers jours, correspondant a une phase exponentielle de croissance. Les
variations observées dans la croissance des différentes souches peuvent étre attribuées a leur tolérance individuelle
aux herbicides et a leurs compétences métaboliques spécifiques. Certaines souches ont montré une croissance

plus rapide et une meilleure adaptation au glyphosate, tandis que d'autres ont été plus sensibles a cet herbicide.

Ces résultats suggerent que ces souches bactériennes présentent une diversité dans leur capacité

d'adaptation a la source de carbone utilisée (glyphosate) et a leur tolérance aux herbicides.

En conclusion, dans cette étude on a réussi a isoler des souches bactériennes susceptibles de dégrader le
glyphosate a partir de sols agricoles. Les souches sélectionnées ont montré des caractéristiques morphologiques
et biochimiques distinctes, suggérant une diversité microbienne dans les sols étudiés. Ces souches pourraient
avoir un intérét potentiel dans la biodégradation du glyphosate, offrant ainsi des perspectives pour la
bioremédiation des sols contaminés par cet herbicide. Des études supplémentaires seront necessaires pour
approfondir la compréhension des mécanismes de biodégradation du glyphosate par ces souches bactériennes et

pour évaluer leur efficacité dans des conditions environnementales réelles.
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ANNEXE

Gélose Nutritive additionnée
Extrait de viande 19

Extrait de levure 29
Peptone 59
Chlorure de sodium 5g
Herbicide 100mg
Agar 159
Eaudistillée 1000ml
pH final : 7,4
Milieu minéral minimum (MMM)
KH,PO, 1,59
NO.HPO. 0,649
NaCl 0549
NH.SO. 29
MgSO. 0,29
CacCl, 0,019
FeSO. 0,001g
Eau distillée 1000ml
pH:7

Solutiond’eauphysiologique

- NaCl :9g.
- Eau distillée :1000ml.
Stérilisation a 120 °C pendant 20m

Milieu Gélose nutritive (ordinaire)

Extrait de viande : 1g
Extrait de levure : 2.5g
Peptone : 5g
Chlorure de Sodium : 5g
-Agar : 15g

Eau distillé : 1000m



ANNEXE

Géloseminérale minimum additionnée
KH.PO, 1,59
NO.HPO. 0,69
NaCl 0,59
NH, SO, 29
MgSO, 0,29
CaCl, 0,019
FeSO, 0,001g
Herbicide 300mg
Agar 159
Eau distillée 1000ml

pH '
5

Bouillon nutritif
Peptone 109
Extrait de levure 59
NaCl 59
Eau distillée 1000 ml

pH =172

Citrate de Simmons
Citrate de sodium 19
Chlorure de sodium 5¢
Sulfate de magnésium 0,29
Phosphate mono-ammonique 19
Phosphate dipotassique 19
Bleu de bromothymol 0,089
Agar 159
Eaudistillée 1000ml

pH:6,8+0,2

Clark et Lubs

Peptone 79

Glucose 50

Phosphate dipotassique 59
pH:6,9+0,2

Eaupeptonéeexempted’indole

Tryptone 109
Chlorure de sodium 5g
Eau distillée 1000ml

pH : 7,2



ANNEXE

Bouillon nitraté
Infusion coeur-cervelle 259
Nitrate de sodium 10g
Eaudistillée 1000ml
pH: 7,2

Mannitol-Mobilité
Hydrolysat trypsique de caséine 10g

Mannitol 7,59

Rouge de phénol 0,0004g

Nitrate de potassium 19

Agar 3,59

Eau distillée 1000ml
pH:7,6

T.S.1. Triple Sugar Iron :

Tryptone 14qg
Extrait autolytique de levure 3g
Extrait de viande 39
Glucose 19
Lactose 10g
Saccharose 109
Chlorure de sodium 5¢
Thiosulfate de sodium 0,39
Citrate ferrique ammoniacal 0,3g
Rouge de phénol 0,024g
Agar 13,5¢
Eaudistillée 1000ml

pH:7.4+02
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Résumé

Cette étude porte sur l'isolement et la caractérisation de souches bactériennes capables d’utiliser le glyphosate
provenant de sols agricoles de la wilaya d'Oum EI Bouaghi, ainsi que sur I'évaluation de leur capacité de
croissance en utilisant le glyphosate comme seule source de carbone.16 souches bactériennes ont été isolées a
partir de ces sols. Malgré la toxicité du glyphosate, ces souches bactériennes ont montré une résistance a cet
herbicide, ce qui suggere leur potentiel dans la biodégradation de celui-ci. Cing souches (S1, S3, S5, S7, S16) ont
été sélectionnées pour une caractérisation approfondie, révélant des caractéristiques morphologiques et
biochimiques distinctes. Les cing souches ont été et suivies dans le temps par spectrophotométrie pour évaluer
I'évolution de leur biomasse. Les résultats ont montré que toutes les souches étaient capables de croitre en utilisant
le glyphosate comme unique source de carbone et d'énergie. Les courbes de croissance obtenues ont révélé une
phase exponentielle de croissance initiale, suivie d'une phase stationnaire au-dela de cing jours. Des variations
ont été observées entre les souches, suggérant une diversité dans leur tolérance et leur adaptation au glyphosate.
Ces résultats soulignent la diversité dans I'adaptation et la tolérance des souches au glyphosate, ce qui suggeére
leur potentiel pour la bioremédiation des sols contaminés par cet herbicide. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour comprendre les mécanismes de biodégradation et évaluer I'efficacité de ces souches bactériennes

dans des conditions environnementales réelles.

Mots Clés : Isolement, Glyphosate, Biodégradation, Sols agricoles



RESUME

Abstract

This study focuses on the isolation and characterization of glyphosate-competent bacterial strains from
agricultural soils in the wilaya of Oum EI Bouaghi, and the evaluation of their growth capacity using glyphosate
as the sole carbon source.Sixteen bacterial strains were isolated from these soils. Despite glyphosate toxicity,
these bacterial strains showed resistance to this herbicide, suggesting their potential in glyphosate biodegradation.
Five strains (S1, S3, S5, S7, S16) were selected for in-depth characterization, revealing distinct morphological
and biochemical characteristics. The five strains were monitored over time by spectrophotometry to assess
changes in their biomass. The results showed that all strains were able to grow using glyphosate as their sole
source of carbon and energy. The growth curves obtained revealed an initial exponential growth phase, followed
by a stationary phase beyond five days. Variations were observed between strains, suggesting diversity in their
tolerance and adaptation to glyphosate. These results underline the diversity in adaptation and tolerance of strains
to glyphosate, suggesting their potential for bioremediation of soils contaminated by this herbicide. Further
research is needed to understand the biodegradation mechanisms and assess the efficacy of these bacterial strains

under real environmental conditions.

Keywords: Isolation, Glyphosate, Biodegradation, Agricultural soils



