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Introduction

La pollution causée par les activités agricoles et 1’'usage des produits phytosanitaires
représente un cas typique de pollution multiple et généralisés de tous les compartiments de
I’environnement. Elle constitue un sujet de préoccupation majeur et un probléme d’actualité
(Craven, 2005).

Le développement des systéemes de traitement de ces déchets phytosanitaires, représente
un intérét croissant. L enjeu est majeur, il s’agit d’éviter la pollution de 1I’environnement par
les pesticides d’une part et de protéger la santé publique d’une autre part. Parmi les moyens de
dépollution, celles qui utilisent les techniques physico-chimiques sont considérées tres
couteuses et nécessitent des moyens généralement lourds. On assiste ces dernieres années a
I’émergence des techniques biologiques qui sont beaucoup moins onéreuses et trés efficaces
Ces procédés font appel aux microorganismes capables de biodégrader ces polluants trés variés
(Logman, 2009).

Les actinomycétes peuvent représenter un moyen de lutte efficace, grace a leurs
aptitudes physiologiques et métaboligques tres avantageuses. Spécialement grace aux multiples
enzymes extracellulaires produites par ces bactéries et a la capacité de production de spores
par la plupart de ces bactéries, qui favorise leur propagation et persistance dans les sols
(Ensign, 1978). Malgré ces atouts, ce groupe bactérien fait pas 1’objet d’études de
biodégradation des pesticides, comparativement aux autres microorganismes (Sasikala et al.,
2012).

L’objectif de ce travail est la caractérisation de deux souches d’actinobactéries
résistantes aux pesticides nommeées MK1 (résistante aux acétamiprides) et MK2 (résistante au

Gallant super) isolées a partir d’un site agricole de la wilaya de Jijel.
Ce mémoire comporte principalement trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la revue bibliographique décrivant des généralités

sur les actinobactéries et les pesticides.

Le deuxieme chapitre décrit la partie expérimentale réalisée, dans le troisiéme chapitre,
sont retracés et discutés les observations et les résultats obtenus a 1’issue de cette étude. Enfin

une conclusion genérale résume les principaux résultats obtenus.



Chapitre | Synthése Bibliographique

1.1 Généralités sur les actinobacteries

Les actinobactéries représentent un groupe de champignon et de bactérie, ayant un
coefficient de Chargaff compris généralement entre 60% et 70 %. (Sanglier et Larpenet,
1989), ce sont des bactéries a gram positif caractérisées par une teneur en guanine et cytosine
dans leur ADN entre 55% et 75% (Goodfellow et Cross, 1984 , Sanglier et Trujillo, 1997).

La plupart des actinobactéries sont hétérotrophes mais certaines especes sont aussi
chimio-autotrophes. La plupart des organismes de ce groupe sont aérobies et certains peuvent

étre anaérobies ou anaérobies facultatifs (Goodfellow et Williams, 1983).

Il existe différentes morphologies dans la structure hyphale des actinobacteries , Nous
distinguons trois cas (Djaballah, 2010). La plupart sont aérobies formant des mycéliums
connus sous le nom mycélium de substrat et aérien, ils se reproduisent par fission binaire ou
par production de spores ou de conidies. La sporulation des actinobactéries se fait a travers la

fragmentation et la segmentation ou bien la formation de conidies.

Les caracteres culturaux contribuent parfois a différencier les groupes d’actinomycetes
entre eux qui sont : La production ou non d’un mycélium aérien (MA), et la présence d’un

mycélium du substrat (MS), et la détermination de la couleur du MA et du MS (Saker, 2015).

La croissance bactérienne correspond a une augmentation du nombre de bactéries et est
influencée par diverses conditions physico-chimiques de I'environnement tels que la
température qui varie entre 25°C et 30°C (Rangaswami et al., 2004 ), et le pH entre 5 et 9
(Belyagoubi, 2014).

1.2 Ecologie

Les actinobactéries sont des micro-organismes ubiquitaires qui sont largement répandus
dans la nature et existent principalement dans les différents écosystémes terrestres et aquatiques
(tableau 1). lls ont des aptitudes a coloniser de nombreux milieux, on les trouve dans les eaux
douces ou salées, en compost, dans I'atmosphere et dans les substrats les plus divers. Dans le
sol, ils sont présents en surface jusqu'a les profondeurs. Le nombre de ces micro-organismes
atteint généralement les 106 germes par gramme de sol séché. Les actinobactéries présente la
population tellurique majoritaire ou elles jouent un rdle important dans la dégradation et le

transfert de la matiére organique et a la formation de I’humus (Goodfellow et Williams, 1983).
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Tableau 1: Répartition de quelques genres d’actinomycétes par type d’habitat ( Goodfollow et
Williams, 1983).

Actinomadura Sol

Actinoplane Sol, Eau, Litiére

Frankia Nodules des racines

Microbiospora Sol

Micromonospora Sol, Eau

Rhodococcus Sol, Eau, Fumier, Litiére, Matiére en décomposition
Saccharomonospora Sol, Eau, Litiére

Streptomyces Sol et Eau

Steptosporangium Matiere en décomposition et en fermentation
1.3 Taxonomie

Selon Bergey's manual of Systems Bacteriology, les actinomycetes appartiennent aux
Actinobacteriaceae et sont divisés en 4 Familles : Streptomycetaceae, Actinomycetace,
Actinomycetes et Mycobacteriaceae (Anandan et al., 2016). Le Phylum Actinobacteria est
divisé en 6 Classes : Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria et Thermoleophilia (Lawson, 2018). La Classe Actinobacteria est subdivisée en
16 Ordres : Actinomycetales, Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales,
Corynebacteriales, Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, Micrococcales,
Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales,
Streptosporangiales et Incertae sedis. Dans le sol, les genres d’Actinobacteria les plus
fréguemment rencontrés sont les Streptomyces (pres de 70%), Nocardia et Micromonospora ;

méme si Actinoplanes et Streptosporangium sont également rencontrés (Anandan et al., 2016).
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I.4 Importance des actinobactéries

Les actinomycetes sont importants en raison de leur capacité a produire de grandes
quantités de métabolites primaires ainsi que d'autres métabolites secondaires biologiquement

actifs, cela les rend avantageux pour une variété de champs d’utilisation (Boudjelal, 2012).

A I'échelle industrielle, il existe un réel besoin d'enzymes d'origine microbienne pour
améliorer certains procédés de fabrication, ainsi certains actinomycetes peuvent étre utilisés
pour produire une variété d’enzymes telles que les protéases, les amylases, les xylanases, les
cellulases, les lipases et les DNases produit des enzymes hydrolytiques. Les domaines
d'application de ces enzymes sont treés divers comme : 1’industrie textile (décoloration des
jeans), industrie papetiere (procédé de blanchiment de la pate), détachage (attaque au phénol)
(Boudjelal, 2012).

Les actinomyceétes produisent d'autres métabolites secondaires importants tels que les
agents antitumoraux (Busaboua, 2005).

Dans I'industrie alimentaire pour leurs divers avantages, les enzymes produites par ces
bactéries sont couramment utilisées dans la production d'aliments fermentés et comme
compléments alimentaires dans I'alimentation animale (Boudjelal, 2012). Des exemples de
bifidobactéries apparaissent comme probiotiques dans diverses formes commerciales de yaourt

aux bifidobactéries (Busaboua, 2005).

Les actinomycetes produisent la plupart des antibiotiques naturels. Bien que de
nombreux antibiotiques soient effectivement toxiques pour I'nomme, les animaux et certaines
plantes, plus de 50 antibiotiques différents ont été découverts chez Streptomyces, dont la

streptomycine (Sibanda et al., 2010).

Dans le domaine agricole, les actinomycétes jouent un réle important dans le recyclage
de la matiére organique car ils peuvent décomposer des substances trés complexes tels que les

polymeres, les polysaccharides, la lignocellulose, la chitine... (Lechevalier, 1981).
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Figure 1 : Applications biotechnologiques des actinobactéries (Anandan, 2016)

I1. Généralités sur les pesticides

11.1 Définition

Toute substance ou mélanges de substances utilisés pour €loigner, détruire ou diminuer
tout étres vivants nuisibles pour 1’agriculture, est communément nommée les pesticides, et
peuvent étre destinés contre les populations d'insectes ou des rongeurs, de mauvaises herbes ou
de microorganismes, ou toutes autres formes de vies considérées nuisibles pour 1’agriculture.
Selon leur composition on peut trouver des pesticides organochlorés ou organophosphorés, les
premiers sont plus stables chimiquement, et peuvent persister plusieurs années dans
I’environnement, par contre les deuxieémes sont moins stables et se dégradent assez rapidement

par des processus naturels (Asmaa, 2017).

Les pesticides peuvent étre regroupés selon les usages auxquels ils sont destinés :

cultures végétales, entretiens d’espaces verts, plantes ornementales, voiries ; traitement de bois
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et élevage...etc. Selon leur structure moléculaire et leurs propriétés ; ils appartiennent a

différentes familles chimiques (Isabelle et al.,2013).

11.2 Composition des pesticides

Un pesticide est un mélange de substances actives et des matiéres additives. Le
processus de formulation des pesticides implique de sélectionner et de combiner avec soin des
ingrédients actifs avec d’autres produits a la fois efficaces et slresa utiliser. Fournier et al.
(2002) affirment que la formulation des pesticides est un processus complexe et hautement
réglementé qui nécessite des tests approfondis pour garantir a la fois 1’efficacité et la sécurité.

Le produit commercial est donc un mélange de plusieurs composants , il contient la
substance active associée a divers formulant (Fournier et al., 2002) :

» Lesdiluants (solvants, charges).
» Les additifs (matiére colorante ou odorante).

» Les adjuvants (produits destinés a ameliorer la performance de la substance active).

1.3 Formulation des pesticides

Les pesticides sont disponibles sous différentes formulations. 1ls peuvent se présenter
sous forme solide, liquide. Les formulations solides comprennent la poussiére, les pastilles, les
granulés solubles, les poudres solubles, les appats, les comprimés, les pates granulaires et les
poudres absorbantes (Devaut, 2007).

Les formulations liquides comprennent les suspensions (concentrés de suspension), les
solutions, les microcapsules et les aérosols. Elles sont utilisées dans la phase post-germination,
a un stade généralement déterminé par le nombre de feuilles de la plante. La pulvérisation
aérienne, toujours pratiquée en forét, utilise des pesticides liquides ou microencapsulés
(Devaut, 2007).

I1.4 Classification et mode d’action des pesticides

On trouve plusieurs classifications des pesticides : classification chimique, classification
biologique et classification selon le mode d’action. Le premier systeme de classification repose sur
le type de parasites. Il divise les pesticides en trois grandes familles chimiques : insecticide,
herbicide, fongicide (Calvet et al., 2005).
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> Les insecticides : Sont employés pour préserver les plantes contre la nuisance des insectes,
ils interviennent par différents modes d’action (Louchahi, 2015). Ils agissent par contact,
inhalation ou ingestion de molécules par les insectes ou en éliminant ou en empéchant la
reproduction des insectes de diverses maniéres.

> Les herbicides : Sont destinés a éliminer les mauvaises herbes en concurrence avec les
plantes a protéger en freinant leur croissance. Les herbicides possedent divers modes
d’actions sur les plantes : Les perturbateurs de la photosyntheése, les inhibiteurs du synthese
des lipides, les inhibiteurs du synthése d’acides aminés, les inhibiteurs du synthése de
cellulose (Louchahi, 2015).

> Les fongicides : Ces molécules ciblent différents types de champignons pour protéger les
plantes, les cultures et méme les semences. Les fongicides peuvent agir par différents
modes d’action sur les plantes, on trouve : les inhibiteurs de la division cellulaire, les
perturbateurs du métabolisme, les inhibiteurs respiratoires, les perturbateurs de la
biosynthese des acides aminés ou des proteines (Louchahi, 2015).

Le deuxieme systéeme de classification il s’agit d’une classification technique basée sur
la principale molécule utilisée (ElI Mrabet, 2008). Avec cette classification quatre groupes
principaux peuvent étre identifiés, ces principaux groupes sont présentés sur la figure 2
(Alvarez et al., 2017).

Organochlorés Ex: DDT, DDD, Dieldrine,
L ) Aldrine
Organophosphorés Ex. : HETP, Parathion
AYAVAN J Chlorpyrifos
Pesticides chimiques
[ I\ (0 N 4 )
Carbamates Ex : Furadan, Sevin,
L ) Fenobucarb
(& _/

~
J

Pyréthrine et pyréthroides Ex. : Cyfluthrine,
Bifenthrine, Alléthrine
(. _/

Figure 2: Classification des pesticides chimiques. DDT: Duchloro-Diphenyl-Trichloroethane;
DDD: Dichloro-Diphenyl-Dichloroethane; HETP: Hexa-Ethyl-Tetra-Phosphate (Alvarez et al.,
2017
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I1.5 Domaines d’utilisation des pesticides

Les pesticides sont utilisés non seulement dans l'agriculture, mais aussi dans de

nombreuses activités non agricoles.

En agriculture, les pesticides sont utilisés pour rendre I'agriculture plus rentable. Ces
produits chimiques ont également la capacité de limiter les pertes de récolte dues aux maladies

fongiques, aux insectes et méme a la détérioration pendant le stockage (Calvet et al., 2005).

Les pesticides sont également utilisés en santé publique. ils peuvent étre utilisés pour
combattre certaines épidémies humaines transmises par des vecteurs, comme le paludisme
transmis par les moustiques anopheles, ou encore protéger contre la trypanosomiase et la
maladie du sommeil (mouche-tis-tis). Les pesticides sont également utilisés comme moyen de
protection des matériaux et des organismes, ils ont également d'autres utilisations dans les
applications aquatiques pour lutter contre les types de poison nocifs et plantes aquatiques
(UITA, 2004).

11.6 Pollution par les pesticides

L’utilisation des pesticides engendre la pollution de I’environnement qui peut étre

néfaste pour ’homme et les étres vivants (Groupe de Travail OMS et PNUE, 1991).

L’air peut facilement étre contaminé lors des opérations de pulvérisation. La
volatilisation est 1’'une des causes principales de fuites des pesticides hors de la zone cible
(Hayo M. G. Vandre Werf, 1997), cela montre que des pesticides méme relativement peu
volatils, comme le Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) s’évaporent treés rapidement,

particulierement sous les climats chauds.

Le sol peut étre contaminer par les pesticides épandus pour détruire les insectes ou
divers agents pathogenes. Des études ont montré que les pesticides pulvérises sur les cultures
utilisés comme herbicides manquent leur cible a une proportion de 50% et tombent sur le sol ;
certains d’entre eux peuvent y persister pendant plusieurs années (Groupe de Travail OMS et
PNUE.,1995). L’cau peut étre contaminée par différentes maniéres :
> Par les pesticides pulvérisés ou epandus sur le sol.

» Par les herbicides utilisés pour la destruction des mauvaises herbes aquatiques (dans les

zones tropicales).
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> Par déversement accidentel des pesticides.
» Par le rejet dans des cours d’eau, des mares ou des lacs de ’eau ayant servi a laver du

mateériel de pulvérisation.

I1.7 La résistance des actinobactéries aux pesticides

Les pesticides sont utilisés partout dans le monde, dans une mesure qui dépend de divers
facteurs, la résistance aux pesticides est I’un des principaux problémes qu’a fait surgir
I’utilisation intensive et prolongée de ces produits (OMS, 1986). Afin de remédier au probléme
de la pollution par les pesticides, la bioremeédiation a suscité une attention particuliere pour la
dégradation des différents polluants de I’environnement; et sa technologie utilise des plantes et
des micro-organismes (bactéries, champignons) pour dégrader les produits chimiques toxiques
en composants moins toxiques ou non toxiques (Dar, KaushiK, et villareal chin, 2019). Parmi
ces micro-organismes, les actinobactéries qui présentent une forte distribution dans les
¢cosystemes, ils ont un potentiel biotechnologique dans 1’environnement qui a été démontré par
leur capacité a éliminer les polluants organiques et inorganiques. Cette capacité est la raison
pour laquelle les actinobactéries ont recu une attention particuliere en tant que candidats pour
la bioremédiation des écosystemes pollués par les pesticides (Tableau 2) (Balgurunathan,
2018).
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Tableau 2 : Exemples de quelques genres d’actinobactéries dégradant les pesticides (Alvarez

etal., 2017).

Sagarkar et al.

Arthrobacter sp. Strain AK-
YN10

S-triazine (atrazine)

(2016)

Arthrobacter fluorescens
(DSM 3680) et Arthrobacter
giacomelloi (DSM 3681)

Organochlorines (a, B, X-
hexachlorocyclohexane)

De Paolis et al.
(2013)

Arthrobacter sp.

Organochlorine (o, f-endosulfan)

Kumar et al. (2008)

Arthrobacter sp. BS1, BS2
et SED1

Urea (diuron)

Dever-lamarani al.
(2014)

Rhodococcus sp. BCH2

S-triazine (atrazine)

Kolekar et al. (2013)

Rhodococcus sp. MB-P1

S-triazine (atrazine)

Fazlurrahman et al.
(2009)

Rhodococcus sp. MTCC
6716

Organochlorine (technical endosulfan)

Verma et al. (2006,
2011)

01

Streptomyces aureus HP-S-

Pyrethroid (deltamethrin)

Chen et al. (2011)

Streptomyces sp. M7

Organochlorine (lindane)

Benimeli et al. (2006)
Benimeli et al. (2008)

All

Streptomyces sp. A2, A5, et

Organochlorine (lindane)

Fuentes et al. (2011)

ISP4

Streptomyces sp. AC1-6 et

Organophosphoru (diazinon)

Briceno et al. (2013)

Janibacter sp. AS23

Pentachlorophenol

Khessairi et al.,
(2014)

Frankia alni ACN14a et
Frankia sp. Eullc

S-triazine (atrazine)

Rehan et al., (2014)

Gordonia sp. JAAS1

Organophosphorus (chlorpyrifos)

Abraham et al.,
(2013)
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Chapitre IT Mateériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de Microbiologie
Appliquée (LMA) de I’Université A. Mira de Béjaia, durant la période allant de 20/03/2023 au
31/05/2023.

I. Matériel
1.1 Matériel analytique

Le matériel utilisé dans cette étude est résumé en annexe |I.

1.2 Matériel biologique

1.2.1 Micro-organismes étudiés

Les souches d'actinobacteries notées MK1 résistante a P’acétamipride et MK2
résistante au Gallant Super caractérisées dans cette étude appartiennent a la collection du

Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) de I’Université A. Mira de Béjaia.

Les deux souches ont été isolées a partir de deux échantillons prélevés d’un site agricole
situé a Kaous de la wilaya de Jijel. La souche MK1 est isolée a partir d’un oued et la souche

MK2 au niveau d’un puit d’arrosage (Figure 3).

&
TAMILLA

aLaly

BENMAHMED ,
s ot Emir
£ Abde

Figure 3 : Site d’échantillonnage
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Chapitre 11 Mateériel et Méthodes

I1. Méthodes

I1.1 Etude des caractéres morphologiques des souches
I1.1.1 Etude macro-morphologique

Cette étude consiste a déterminer la couleur du mycélium aérien (MA) et du substrat
(MS) ainsi que les pigments solubles produits sur différents milieux de culture préconisés par
« International Streptomyces Project » ISP (Shirling et Gottlieb, 1966) (ISP1, ISP2, ISP3,
ISP4, ISP5, ISP7). La lecture est faite aprés 3, 7, 14 et 21 jours d’incubation a 28°C. La

composition de ces milieux est donnée en annexe II.

I1.1.2 Etude micro-morphologique

L’étude micro-morphologique est essentielle pour la reconnaissance des genres, les
isolats poussant sur les différents milieux cités précédemment ont été observés a l'aide d’un
microscope optique aux grossissements (x4) et (x10). Ces observations sont effectuées
directement sur les boites Pétri et cela aprés 14 jours d’incubation a 28°C. Cette étude consiste
a voir la sporulation caractéristique des souches ainsi que la forme et la tailles des spores et la

fragmentation du mycélium aérien (Williams et al., 1989).

I1I. Etude de la résistance des souches aux pesticides

Le teste de résistance aux pesticides des deux isolats étudiés est mis en évidence sur le
milieu minimum en suivant la croissance de la souche MK1 a différentes concentrations de
I’acétamipride (100mg/L-70g/L), et celle de la souche MK2 en présence de gallant super (5
ml/L-30ml/L) (annexe IIT). L’acétamipride (sous forme solide) est ajoutés au milieu minimum
apres stérilisation par autoclave et le gallant super (sous forme liquide) est ajouté au milieu
aprés filtration sur membrane de type millipore (de 0,22 um de porosité). Les boites ainsi

préparées sont ensemencées par des stries, puis incubées a 28 °C pendant 10 jours.
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IV. Etude des caractéres physiologiques des souches
> Hydrolyse de ’amidon

L'ensemencement est réalisé sur milieu Gauss (annexe Il) contenant 2% d'amidon
soluble & pH 7. Les boites sont incubées a 28°C pendant 7-10 jours. L'hydrolyse de I'amidon

est réalisee en remplissant la boite avec la solution de Lugol (0,1 ou 4 %) (Fossi et al., 2005).

L’absence de la coloration autour des colonies est le résultat de I’hydrolyse de I’amidon.
Les zones contenant de I’amidon se colorent en brun par la solution d’iode pendant 1min
jusqu’a ce que tout le milieu devienne coloré en bleu. La formation d’une zone jaune claire
autour des colonies en milieu bleu indique I’hydrolyse de I’amidon et confirme la production

d’a-amylase (By-products et al., 2012).

» Hydrolyse de la caséine protéase (des protéines)

100 g de poudre de lait écréme (Difco) en suspension dans 1000 ml d'eau distillée et 20
g d'agar en suspension dans 1000 ml d'eau distillée ont été autoclavés séparément et refroidis a
45°C. La suspension de lait et d'agar a ensuite été mélangée et versée sur la boite. Chaque
culture a été striée une fois sur une boite et incubée a 28°C (voir I’annexe II), aprés 7 et 14
jours, les cultures sont inspectées pour I'élimination de la caséine sous et autour des cultures
(Gordon et al., 2015).

L’ensemencement de la souche a tester s’est fait par spot (ou stries) et I’incubation a été
effectuée a 28 + 2 °C pendant 7-10 jours, I’apparition d’une auréole claire autour des colonies

indique la dégradation de la caséine (Viswanathan et al., 2015).

> Recherche de ’activité lipasique

La méthode de Sierra (1957) est utilisée avec quelques modifications pour détecter
I'activité lipolytique. Les études d'hydrolyse du Tween 80 sont demontrées en ajoutant du
Tween hydrosoluble dans I'eau au bouillon Sierra. L’ensemencement est fait par strie et les

boites de Pétri sont incubées a 28 °C pendant 7 jours (Lim et al., 2014).

L’activité lipolytique est mise en évidence par 1’apparition d’halo d’opacification autour

de la culture qui se traduit par une production d’acides gras, par hydrolyse du Tween 80, qui
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ont réagi avec le chlorure de calcium pour donner des sels calciques insolubles. La composition

de milieu nutritif de sierra (voir I’annexe II) (Lim et al., 2014).

L’activité estérasique est effectuée sur gélose au Tween 20 décrit par Sierra 1957 (voir
I’annexe 11), le Tween 20 est ajouté pour révéler ’activité estérasique. Le pH a été ajusté a 7,4
apres 5 a 14 jours d’incubation a 28°C. La présence d’une activité sera indiquée par I’apparition

des cristaux autour des colonies.

> Dégradation de la cellulose

La recherche de I’activité cellulosique a été réalisée sur un milieu carboxy méthyl
cellulose (CMC). Aprés 7 jours d’incubation a 28°C une solution de rouge de Congo a 1 %
préalablement préparée a été dispersée sur toute la surface du milieu. Apres cing minutes de
contact, I’exces a été éliminé et les boites sont rincées avec de la NaCl. L apparition d’un halo
jaunatre indique la production d’enzyme (cellulase), La composition de deux solution (voir

I’annexe II) (Saini et al., 2016).

» Production de la tyrosinase

Ce test est réalisé sur la gélose a la tyrosine (voir ’annexell). Le milieu est coulé dans
des boites de Pétri puis ensemencé par des spots de la souche a tester.

L'apparition de colonies pigmentées brunes qui graduellement change de couleur en noir
(formation de mélanine) est une indication d'organismes positifs a la tyrosinase.

La wvérification s’est faite apreés deux jours et s’est poursuivie jusqu’aux 21 jours

d’incubation (Raval et al., 2012).

»  Production de lécithinase

Pour évaluer I'activité de la lécithinase, le milieu a été préparé par 1’ajout de 1'émulsion
de jaune d’ceuf a 5% (v/v) au LB (Luria Bertani). Chaque souche a été inoculée et incubée a
28°C. la production de lécithinase est indiquée par des zones claires opaques autour des

colonies.

Apres 5 a 14 jours d'incubation, les colonies libérant de la lécithinase sont reconnues
par la formation de zones de précipitation d'acides gras insolubles dans I'eau a partir de la

Iécithine hydrolysée qui les entoure (Guttmann & Ellar, 2000).

14



Chapitre 11 Mateériel et Méthodes

» L’activite uréasique

Cette activité est réalisée sur le milieu liqguide FERGUSON (milieu urée indole),
(annexe II) dans des tubes. Trois tubes pour chaque souche richement ensemencée par une
souche sporulée a tester puis incubés a 28°C pendant 24h, la lecture est poursuivie jusqu’au

14éme jour jusqu’au virage de la couleur au rouge violée (Filimon et al., 2015).

L’activité uréasique est traduite (Brink, 2016) par le virage de I’indicateur coloré en
comparaison avec un témoin négatif (milieu non ensemencé) et incubé dans les mémes

conditions.

» Activité nitrate réductase
L’ensemencement se fait dans le bouillon nitrate (annexe II).

Des tubes contenant Sml de bouillon nitrate ont servis pour 1’ensemencement des
souches, aprés 5 a 7 jours d’incubation a 28°C, 2 gouttes de réactif de griess (NRI et NRII) sont
ajoutées successivement dans chaque tube. L’apparition d’un virage rouge témoigne la

réduction des nitrates en nitrite (Baki et al., 2000).

Pour le résultat négatif, quelques milligrammes de poudre de zinc ont été additionnés
aux tubes afin de confirmer le test négatif. Ce dernier met en évidence la présence de nitrates

dans le milieu ce qui indique 1’absence de 1’enzyme (Buxton, 2016).

e Sile milieu reste sans couleur apres I’ajout de zinc le test est positif.

e Sile milieu devient rose (ou halo-rouge) aprés 1’ajout du zinc, le résultat est négatif.
» Activité Lignine Peroxydase (LiP)

Le milieu Luria Bertani (LB) contenant du I’azure B (annexe II) a été utilisé pour le

dépistage des souches d’actinobactéries capables de produire des enzymes lignolytiques

L’activite Lignine Peroxydase a été testée sur un milieu gélose qui permet 1’apparition

d’un halo clair autour des colonies indiquant ainsi la dégradation de lignine peroxydase.
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> Activité Laccasique

Les laccases sont des enzymes multicoppers bleues qui oxydent un large éventail de
substrats phénoliques et non phénoliques, via une réduction de quatre électrons d’oxygene

moléculaire dans 1’eau (Arora et al., 2000).

L’activite laccase a été testée sur milieu gélose contenant I’ABTS ou guaicol comme

substrat 0,01% ( w/v).

V. Résistance des souches aux métaux lourds

La résistance des souche étudiées au métaux lourds est mise en évidence en utilisant le
milieu ISP1 (le meilleur milieu de croissance des souches MK1 et MK2). Différents métaux
lourds sont testés : le cadmium (CdaN20e) ; le chrome (K2Cr207) ; le cuivre (CuSQOs, 5H20) ;
le fer (FeN3Oy, 7H20) ; le zinc (ZnS0O4 ,7H20), le plomb (PbN20s) et I’argent (AgSOa4) a raison
de 100mg par 170ml, suivi par un ensemencement par stries et incubation a 28°C pendant 14

jours.
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I. Caractéres morphologiques des souches isolées

Pour identifier les souches étudiées, des observations morphologiques ont été réalisé
comprenant la forme, la couleur, I’aspect du mycélium aérien (MA) et du substrat (MS) et la

production de pigments (Ranjani et al., 2016).

I.1 Caractéres macromorphologiques

Les propriétés culturales des deux isolats MK1 (la souche résistante a 1’ Acétamipride)
et MK2 (la souche résistante au Gallant super) cultivées sur différents milieux ISP (International

Streptomyces Project) sont reportées apres 14 jours d’incubation a 28°C.
» Lasouche MK1

Les colonies d’isolat MK1 cultivés sur divers milieux sont de forme circulaire. Les
résultats sont présentés sur la figure 4 et rassemblés dans le tableau 3. La souche présente une
bonne croissance sur les milieux ISP1, ISP2, ISP3 et une trés faible croissance sur ISP7, sur

ISP4 et ISPS5 la croissance est nulle.

ISP1 ISP2 ISP3

ISP4

ISP7

Figure 4 : Caractéristiques morphologiques et culturales sur les milieux ISP de I’isolat MK 1

apres 14 jours d’incubation

17



Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 3 : Caracteres culturaux d’isolat MK1 apres 14 jours d’incubation.

Souches | Milieux de Caracteres culturaux Croissance
culture Couleur et aspect | Mycélium Pigments Apres 14 jours
Du mycelium Du substrat | solubles
aérien
ISP 1 Blanc cassé ; Jaune clair Absence +++
colonies de duvet
ISP 2 Beige ; colonies de Orange Absence 4+
MK1 duvet
ISP 3 Noir ; Iégeérement Marron foncé Absence ++
bombé
ISP 4 / / / -
ISP 5 / / / -
ISP 7 / Beige Absence +

Note : Croissance ou sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible.

La souche MK2
Les colonies d’isolat MK2 sont des formes circulaires et 1égérement bombés (figure 5),
la souche présente une bonne croissance sur les milieux ISP2 et ISP3, sur les milieux ISP4 et

ISP5, la croissance de la souche est moyenne, par contre un développement relativement faible

est constaté sur les milieux ISP1 et ISP 7 (tableau 4).

ISP2

ISP4 ISP7

Figure 5 : Caractéristiques morphologiques et culturales sur les milieux ISP de

I’isolat MK?2 apres 14 jours
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Tableau 4 : Caractéres culturaux d’isolat MK2 apres 14 jours d’incubation.

contour dentelé et
rugueuses, bombé

Souches | Milieux de Caractéres culturaux Croissance
Culture Couleur et aspect | Mycélium Pigments | Apres 14 jours
du mycélium du substrat | Solubles
aérien
ISP 1 Noir ; colonies de Noir Absence +
petite taille et
rugueux
MK2 ISP 2 Noir ; rugueux et Noir Absence +++
bien incruste dans
la gélose ; colonies
rondes
ISP 3 Noir ; bombé avec Noir Absence +++
un aspect duvet
ISP 4 Noir ; rugueux, Gris Absence ++
colonies a contours
réguliers ; bombé
ISP S Gris foncés Noir Absence ++
Petites colonies
rugueuses
ISP 7 Noir ; colonies a Noir Absence +

Note : Croissance ou sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible.

I. 2 Caractéres micromorphologiques

Les observations microscopiques réalisées sur les cultures de 14 jours de MK1 et MK2

sur milieu ISP1, ont permis de mettre en évidence la forme des filaments, de la chaine sporale

et des spores de chaque souche. L’observation microscopique des deux souches est illustrée

dans les figures 6 et 7.

> La souche MK1

Le mycélium aérien de la souche MK1 se présente sous forme de filaments longs et fins

avec présence d’une chaine sporale et absence de sporange.
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MK1 (GX4) MK1 (GX10)

Figure 6 : Observation microscopique du mycélium aérien de la souche MK1 aux

grossissements (Gx4) et Gx10)

> Lasouche MK2

Les chaines de spores se formes de longs filaments avec des extrémités en hélice.

MK2 (GX4)

Figure 7 : Observation microscopique du mycélium aérien de la souche MK2 aux

grossissements (Gx4) et (Gx10)

IL. Etude de la résistance des souches aux pesticides

La capacité de croissance des deux isolats d’actinobactéries étudiés a €té mise en
¢vidence sur le milieu minimum, additionné de différentes concentrations de I’acétamipride

pour la souche MK et de gallant super pour la souche MK2.
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La figure 8 montre que les deux souches résistent a des concentrations trés importantes
des deux pesticides, tel que, la souche MK1 résiste jusqu’a 70 g/l d’acétamipride, et la MK2
résiste  de 30 ml/L de gallant super. Ce résultat indique que ces deux souches sont tres

performantes.

MK1 a 70g/L d’acétamipride MK?2 a 30ml/L de gallant super

Figure 8 : Test de résistance des souches MK 1 et MK2 aux deux pesticides étudiés

III. Activités enzymatiques

> Résultats de I’hydrolyse de ’amidon

A partir des résultats du tableau 5 et la figure 9, il a été constaté que les deux souches
présentent une activité amylolytique. Ce résultat est visualisé par I’apparition d’un halo clair
autour des colonies indiquant ainsi la dégradation de I’amidon ce qui implique que les isolats

¢tudiés produisent I’amylase.

MK2

Figure 9 : Hydrolyse d’amidon par les deux souches MK 1 et MK2

21



Chapitre 111 Résultats et discussion

> Résultats de I’hydrolyse des protéines (caséines)

Le résultat de ce test apparait apres une culture de 10 jours sur un milieu a base de lait
écrémé. Lapparition d’une zone claire autour des colonies de la souche MK2 indique la
dégradation de la caséine par cette derniére. L’absence de I’hydrolyse de la caséine est par

contre observée pour la souche MK1 (figure 10).

La souche MK1 La souche MK2

Figure 10 : L’apparition d’une zone claire autour des colonies de la souche indique la
dégradation de la caséine. L’absence de I’hydrolyse de la caséine observée pour les souches

MK et MK2.

> Recherche de Pactivité lipasique
Pour I’activité lipasique, qui se traduit par 1’apparition d’une zone opaque autours des
colonies comme le montre la figure 11, est une indication que les deux souches sont capables

de dégrader les lipides.

MK1

Figure 11 : Hydrolyse des lipides par les deux souches MK1 et MK2
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» L’activité estérasique

La dégradation de Tween 20 est traduite par I’apparition d’un halo opaque autour des

colonies des deux souches, ce qui indique la présence des estérases (figure 12).

La souche MK1 La souche MK2

Figure 12 : La dégradation de Tween 20 est traduite par 1’apparition d’un halo

opaque autour des colonies, ce qui traduit la présence des estérases.

» Résultats de dégradation de la cellulose

Le résultat du test de dégradation de la cellulose a montré que les deux isolats présentent
une activité cellulosique sur le milieu CMC contenant la cellulose comme seule source de
carbone et ceci est observé par I’apparition d’un halo clair autour des colonies (figure 13)

indiquant ainsi la production de cellulase par ces souches. Cette enzyme est généralement

produite par les actinomycetes (Sanglier, 1993).

MK1 MK2

Figure 13 : Hydrolyse de la cellulose par les deux souches MK 1 et MK2
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» Production de la tyrosinase
L'apparition de colonies pigmentées brunes qui graduellement changent de couleur en
noir (formation de mélanine) est une indication d'organismes positifs a la tyrosinase. Dans notre

cas le test de I’hydrolyse de la tyrosine est négatif (figure 14).

Figure 14 : Résultat négatif d’hydrolyse de la tyrosine par les deux souches MK1 et
MK2

> Production de lécithinase

La phosphatidylcholine ou simplement la lécithine est une substance largement
répandue dans les tissus animaux, le jaune d'ceuf et certaines plantes supérieures, consistant en

phospholipides liés a la choline.

L’apparition d'une zone blanche opaque qui s'étend dans le milieu entourant les colonies
de la souche MK1 est une indication de ’hydrolyse de la lécithine, contrairement a la souche

MK2 ou le test se révéle négatif.

MK2

MK1

Figure 15 : Résultat positif d’hydrolyse de 1écithine pour la souche MK1 et

absence d’hydrolyse de lécithine pour la souche MK2
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» Lactivité uréasique

Le résultat positif est indiqué par la présence d'une couleur rose dans le bouillon.

D’apres la figure 16, les deux isolats étudiés produisent de 1’uréase.

MK1 MK2

Figure 16 : Hydrolyse de 1’uréase par les deux souches MK1 et MK2

> Activité nitrate réductase

S’il y a apparition d’une coloration rouge, cela implique la présence de nitrites provenant
de la réduction des nitrates : la nitrate réductase est positive au stade nitrites ce qui est le cas de
la souche MK1.

Dans le cas d’absence de coloration rouge qui signifie I’absence de nitrites, la recherche

de la disparition des nitrates est réalisée par addition de zinc. En effet, le zinc réduit les nitrates

en nitrites.

MK1 MK2
1Y

v i

Figure 17 : Résultat positif d’hydrolyse de nitrate pour la souche MK1 et absence

d’hydrolyse de nitrate pour la souche MK2
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» Dégradation de lignine peroxydase (Lip)

A partir du tableau 5 et la figure 18, il a été constaté que les deux souches présentent une
activité. Ce résultat est visualisé par I’apparition d’un halo clair autour des colonies indiquant

ainsi la dégradation de lignine peroxydase.

MK1

Figure 18 : Hydrolyse de lignine peroxydase par la souche MK2 et non hydrolysée par
la souche MK

» Activité Laccasique

Ce test a pour but de démontrer la capacité a produire de la laccase par les souches MK1
et MK2, les résultats obtenus montrent que 1’activité laccasique observée chez les deux souches

est négative.

MK1

Figure 19 : Absence d’hydrolyse de laccase par les souches MK2 et MK 1
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Tableau 5 : Résultats de caractérisation biochimiques des isolats étudiés

Variables Croissance
MK1 MK2
Amidon +++ ++
Protéases - +
Lipases ++ ++
Tests Biochimiques Estérases 4+ -+
Lécithines + -
CMC + +
Tyrosinase - -
Uricase +++ +
Laccase - -
Lignine Peroxydase - +
Nitrate réductase + -
Note : Croissance ou Sporulation : +++ : bonne ; ++ : moyenne ; + : faible ; — : nulle.

V1. Mise en évidence de la résistance aux métaux lourds

Les deux souches étudiées ont été ensemencees sur le milieu ISP1 additionné de
différents métaux lourds a raison de 100 mg par 170 ml dans le but de mettre en évidence leur
résistance ou sensibilité a ces derniers. Les résultats obtenus sont présentés sur le tableau 6 et
illustrés sur la figure 20.

Il est clairement remarqué que les deux souches ne présentent aucune croissance en
présence de Fe, Zn et Cd. Une trés bonne croissance de la souche MK1 est notée sur le milieu
additionné du Pb, Cu, Ag et Cr traduisant une résistance de cette derniére a ces métaux, par
contre la souche MK2 ne se développe par en présence de ces métaux lourds sauf sur le milieu

additionné de Pb ou la croissance faible.

Tableau 6 : croissance des deux souches MK 1 et MK2 en présence des différents métaux lourds

Métaux lourds La croissance
MK1 MK2

Fer (Fe) - -
Zinc (Zn) - -
Cadmium (Cd) - -
Plomb (Pb) +++ +
Cuivre (Cu) +++ -
Argent (Ag) +++ -
Chrome (Cr) +++ -

Note : Croissance ou Sporulation : +++ : bonne ; + : faible ; — : nulle.
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Métaux lourds La croissance
MK1

Fer (Fe)

Zinc (Zn)

Cadmium (Cd)

Plomb (Pb)

Cuivre (Cu)

Argent (Ag)

Chrome (Cr)

Figure 20 : Croissance des deux souches MK1 et MK2 en présence de différents métaux lourds
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Conclusion

Cette ¢étude a pour objectif principale la caractérisation de deux souches
d’actinobactéries résistantes aux pesticides nommées MKI1 (résistante au
I’acétamipride) et MK2 (résistante au gallant Super). Les deux souches appartiennent a
la collection du laboratoire de microbiologie appliquée (LMA), elles ont été isolées a
partir de deux échantillons prélevés d’un site agricole situé¢ a Kaous de la wilaya de
Jijel. La souche MK1 est isolée a partir d’un oued et la souche MK2 au niveau d’un
puit d’arrosage.

Notre travail est focalisé sur les aspects phénotypiques (macromorphologiques
et micromorphologiques) culturaux et physiologiques des deux souches sur différents

milieux de culture.

Les résultats des tests phénotypiques (culturaux et micromorphologiques)
montrent que les deux souches possédent des traits de similitude aux Streptomyces,
ainsi que 1’aspect a croitre sur les différents milieux testés et ’aspect du mycélium et
des chaines sporales, nous permet de supposer que ces souches (MK1 et MK2)

appartiennent a ce genre d’actinobactéries.

Nous nous sommes aussi intéressés dans ce travail a I’étude de la résistance des
deux souches d’actinobactéries a différentes concentrations des pesticides
(I’acétamipride et le gallant super). Nous avons montré que les deux souches résistent
a des concentrations trés importantes des deux pesticides, tel que, la souche MK résiste
jusqu’a 70 g/L et plus d’acétamipride, et la MK2 résiste a plus de 30 ml/L de gallant

super. Ce résultat indique que ces deux souches sont treés performantes.

D’autre part, les résultats de 1’étude de la caractérisation physiologique ont
montré que les deux souches ont la capacité de produire différents enzymes (amidon,
cellulase, lipase, estérases, etc). Nous avons terminé notre caractérisation par la mise
en évidence de la résistance uniquement la souche MK1 aux différents métaux lourds

(Zn, Pb, Fr, Cr, Cd, Ag et Cu).



Il sera intéressant de compléter ce travail par :

>
>
>
>

Etude de la résistance des souches aux pesticides en culture liquide.

Tester la résistance des souches en présence d’autres pesticides.
Caractérisation moléculaire de ces souches.

Détermination et la caractérisation des mécanismes impliqués dans la
résistance aux pesticides par [’utilisation des techniques de biologie
moléculaire.

Application des souches testées en bioremédiation des biotopes pollués par

des pesticides.
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ANNEXE I
Matériel utilisé :
»  Anse de platine
» Autoclave « Avantage- Lab AL02-12 »
» Bain-Marie « GFL »
> Barreaux magnétiques
> Balance « ADAM AFA- 120LC »
»  Bec bunsen
>  Béchers
>  Boites de Petri de 99 mm
>  Boites de Petri septées
»  Entonnoir
»  Eprouvette
»  Embouts stériles
»  Erlenmeyers
»  Etuve bactériologique a 28 C° « BINDER »
»  Flacons
»  Micropipettes de 100 puL et 1000 pL.
»  Microscope optique « euromex »
>  Pipette Pasteur
»  pH metre « HANNA »
»  Plaque agitatrice et chauffante « VELP Scientifica »

>  Spatules



»  Tube a essais
> Vortex « technoKartell TK3S »
ANNEXE II
MILIEUX D’IDENTIFICATION
Etude morphologique
Les milieux ISP ont été préconisés lors de « International Streptomyces Project » (Shirling
et Gottlieb, 1966).
% Milieu ISP1
Tryptone : 5 g ; Extrait de levure : 3 g ; Agar : 15 g ; Eau distillée : 1000 ml. pH =7,2.
% Milieu ISP2

Glucose : 4 g ; Extrait de levure : 4 g Extrait de malt : 10 g ; Eau distillée : 1000 ml ; Agar :
20g;pH7,2.

< Milieu ISP3

Farine d’avoine : 20 g ; Solution saline standard 1 ml ; Agar : 20 g ; eau distillée : 1000 ml.
pH

7,2. Solution saline standard : FeSO4, 7H20 : 0,1 g ; MnCI2, 4H20 : 0,1 g ; ZnSO4, 7TH20 :
0.1 g ; eau distillée : 100 ml.

% Milieu ISP4

Amidon: 10 g; K2HPO4: 1 g; MgS04, 7H20: 1 g; NaCl: 1 g; (NH4)2S04: 2 g; CaCO3: 2

g ; Solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ; agar : 20 g ; eau distillée : 1000 ml. pH 7,2.
% Milieu ISP5

L’Asparagine : 1 g ; Glycérol : 10 ; K2HPO4 : 1 g ; Solution saline standard : 1ml ; Agar : 20
g ; eau distillee : 1000ml. pH 7

% Milieu ISP7

Glycerol: 15¢g; L-tyrosine :0,5g; L-asparagine :1g; KaHPO4:0,5; MgS04 ,7H20: 0,59



NaCL:0,5g ; FeSOsx7H0:0,01g ; Agar :18g ; eau distiller : 2000ml
% Milieu minimum

KNO3:13,76g ; KH2PO4:1,78g ; Na2S04:9,68g ; NaHPO: 4,669 ; EDTA:10mg ; FeSO4: 5mg
; Mnel:1,22mg ; ZnSO4: 0,25mg ;CuSo4: 0,2mg ; Cacl: 1mg ; Na2MO4: 0,20mg ; Agar: 189

2. Milieux des activités enzymatiques
% Dégradation du tween 80 (Sierra, 1957)

Tween 80 : 2 ml ; Peptone : 10 g ; NaCl : 5 g ; CaClI2, 2H20 : 0,1 g ; Eau distillée : 1000 ml ;
Agar :189.pH 7,4.

La dégradation du tween 80 se manifeste par une auréole opaque autour des colonies.
% Dégradation de I'amidon (B.Fossi, 2005) .

Amidon:10g; KNO3:1g; K2HPO4:0.5¢9g; MgSO4:0.59g; NaCl :0.59;FeSO4:0.01¢g
; Agar : 18 g ; Eau distillée 1000 ml. pH 7,4.

% Dégradation de la caseine du lait (Gordon et al., 2015).

Peptone : 10 g ; NaCl : 5 g ; Extrait de levure : 3 g ; Agar : 20 g ; Eau distillée : 1000 ml ; Lait
écréme : 100 g. pH 6.5 - 7.2.

% Dégradation de la cellulose CMC (cellulose) (P.Saini, 2016): 10 g ; KNO3 : 2 g ;
K2HPO4 : 4 g ; Na2PO4 : 4 g; CaCl2:0.001 g ; MgSO4 : 0.2 g ; FeSO4 : 0.004 g ; Agar
: 15 g ; Eau distillée : 1000 ml. pH =7+0.2.

v Lasolution aqueuse de Rouge Congo a 0.1%
Rouge Congo 0.1 g

Eau distillée 100 ml

v Lasolution du NaCl (1M)

NaCl 58,5 g

Eau distillée 1000ml

s Activité lipasique (L.Jeffrey, 2014)

v" Milieu nutritif de Sierra



Peptone 10g ; CaCl2 0.1g ; NaCl 5g ; Tween 20 (80) 10 ml ; Agar 15g ; Eau distillée gsp |
1000ml
-Tween 80 pour détecter 1’activité lipolytique.

-Tween 20 pour détecter 1’activité estérasique.

X/
°e

Production de la tyrosinase (S.Roy, 2014)

<

Peptone 5g ; Extrait de viande 3g ; L-tyrosine 5g ; Eau distillée gsp 1000 ml ; Agar 20g ;
pH=7,2

< Activité uréasique (Christensen, 1946)

Un milieu contenant en g / 950ml d’eau distillée, peptone (1) ; glucose (1) ; Nacl (5) :
NaHPO4 (1,2) ; KH2PO4 (0,8) ; rouge de phénol (0,012). Le milieu est ajoute a PH =6,8. apres
autoclavage, 50ml d’une solution d’urée a 40 % préalablement stérilisée par filtration (porosité

0,22 pm), est ajoutée au milieu.

% Activite nitrate reductase

Extrait de viande 3g/l ; Peotone 5¢/l (gelatin peptone) ; potassuim nitrate KNO3 1g (0,1%)
+« Activites laccasique

Peptone :10g ; NaCl: 5¢g ; extrat de levure: 5g ; Agar: 18 g ; cuso4 : 0,35mM

Guaicol ou ABTS 0,01%



Usage Insecticide

Matiere active Acétamipride

Dose d’utilisation 10g /hl / 12,5g/hl / 20g/hl / 30g/hl

Groupement fonctionnels C10H11CIN4

» Acétamipride ( Aceplan 10 sp ou 20 sp ): Il s’agit d’un insecticide -aphicid
systemique assure la protection contre un grand nombre d’insectes nuisibles qui

attaquent les arbres fruitiers, c’est un composé organochloré de la famille

neonicotinoides.



» Gallant super ( haloxyfop-R-methyl ester ): Un herbicide concentré émulsifiable
systémique sélectif de post levée pour la suppression des graminées annuelles et
vivaces, les cultures a feuilles larges tel qu’indique ainsi qu’un mdrisseur de canne a

Sucre.

Usage Herbicide

Matiere active Gallant super

Dose d’utilisation 0,5ml/1ml/2ml/3ml/4ml

Groupement fonctionnels C16H13CIF3NO4




Résumé

Cette ¢tude a pour objectif principal la caractérisation de deux souches
d’actinobactéries, résistantes aux pesticides nommées MK1 (résistante a I’ Acétamipride) et
MK?2 (résistante au Gallant Super). Les deux souches appartiennent a la collection du
laboratoire de microbiologie appliquée (LMA), elles sont isolées a partir d’un site agricole de
la wilaya de Jijel, la souche MKI a été isoléé a partir de I’oued et I’isolat MK?2 a partir d’un

échantillon prélevé d’un puit d’arrosage.

L’¢étude morphologique des deux isolats a permis de les rattacher au genre
Streptomyces. Les résultats de 1’étude de la tolérance des souches d’actinobactéries a
différentes concentrations des pesticides ont monté que les deux souches (MK1, MK2) ont une
croissance positive sur le milieu ISP1 additionné de gallant super ainsi que sur le milieu ISP1
additionné de I’acétamipride. La caractérisation physiologique a montré que les deux souches
ont la capacité de dégrader les différents composés chimiques et a produire différents enzymes
(Amidon, cellulase, lipase, Estérases .... etc). Cette étude a permis aussi de mettre en évidence
la résistance des deux souches aux différents métaux lourds (Zinc, Plomb, fer, cuivre, Chrome,

Cadmium et Argent).

Mots clés: Pesticides , Actinobactérie, résistance, caractérisation physiologique, résistante
aux métaux lourds.

Abstract

The main objective of this study is to characterize two strains of actinobacteria, resistant
to pesticides named MK (resistant to acetamiprid) and MK2 (resistant to Gallant Super). Both
strains are the collection of the Laboratory of Applied Microbiology (AML). The MK1 strain
was isolated from the wadi located in Kaous in the wilaya of Jijel and the MK2 isolate was
isolated from a sample taken from the watering well of an agricultural land located in Kaous.
Morphological study of the two isolates made it possible to attach them to the genus
Streptomyces.

The results obtained about the tolerance of actinobacteria strains to different
concentrations of pesticides showed that the two strains (MK 1, MK2) have a positive growth
on the ISP1 medium with the addition of super gallant as well as on the ISP1 medium with the
addition of acetamiprid. Physiological characterization has shown that both strains have the
ability to degrade different chemical compounds and produce different enzymes (starch,
cellulase, lipase, esterases.... etc). This study also highlighted the resistance of the two strains
to different heavy metals (Zinc and Lead and Iron and Copper ... etc).

Keywords: Pesticides; Actinobacteria; physiological characterization, heavy metals resistance.
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