Université Mohamed Khider de Biskra

Faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la

terre et de 'univers
Département des sciences de la nature et de la vie

B .Y Filiere des sciences biologiques

= J ] Référence

UNIVERSITE
DE BISKRA

MEMOIRE DE MASTER

Spécialité : Microbiologie Appliquée

Présenté et soutenu par:
Robei Maye et Belazreg Maria

Le: mercredi 4 juin 2025

TITRE

Etude de I'effet d’application des pesticides

sur la microflore du sol de Biskra

Jury :
Pr. Badreddine Attir MCA  Université de Biskra
Dr.  Baba Arbi Souad MCB  Université de Biskra
Dr.  Widad Bouguenoun MCA  Université de Biskra

Année universitaire : 2024/2025

Président
Rapporteur

Examinateur



Remerciements

Avant tous nous remercions Allah de nous avoir donné la force pour réaliser ce modeste

travail.

Nous souhaitons adresser nos remerciements les plus sincéres a : Notre encadreur Mme
Baba Arbi Souad (MCB) a la Faculté de SNV (Université de BISKRA), qui nous a beaucoup
aidé et retenue la longue de la réalisation de ce travail et qui nous a orienté avec ses précieux

conseils et surtout son soutien a tous les instants.

Nous adressons ¢galement nos remerciements les membres du jury d’avoir accepté de

juger ce travail.

Nous tenons a remercier tous les vendeurs des produits phytosanitaires pour toutes les

informations et 1’aides trés précieuses qu’ils ont eues apportés.

Nous remercions les professeurs et les travailleurs de la faculté des sciences de la nature

et de la vie dans "université d’BISKRA ou nous avons réalisé ce travail.

On remercie également de tous nos cceurs tous les enseignants qui ont contribué a notre
apprentissage depuis notre jeune age a ce jour, et on leur adresse nos sentiments

respectueusement reconnaissant pour tout le savoir qu’ils nous ont prodigués.

Enfin, nous remercions toutes les personnes qui ont contribué¢ de pres ou de loin de

quelques facons que ce soit, a la concrétisation de ce travail.



Dédicace

Celui qui a dit "je suis a elle" 1'a obtenue, et je suis a elle. Et si elle refuse, malgré moi, je

['ai amenée.

Le voyage n'était pas court et il ne devait pas 1'étre. Le réve n'était pas proche et le chemin
n'était pas parsemé de facilités. Mais je l'ai fait et je I'ai atteint, grace a Dieu, avec amour et
gratitude. Je regarde moi-méme et mon succeés comme quelqu'un qui regarde son miracle, le

réve longtemps attendu, réalisé grace a Dieu et devenu une réalité dont je suis fier.

A celui qui a embelli mon nom avec les plus beaux titres, qui m'a soutenu et donné sans
rien attendre en retour, a celui qui m'a appris que la vie est une lutte et que son arme est la
science et la connaissance, a celui qui a planté¢ dans mon ame les vertus morales, mon premier
soutien dans mon parcours, mon refuge apres Dieu, ma fierté¢ et mon honneur (mon pére, Robei

Abdelmadjid).

A celle qui a ét¢ mon premier et éternel soutien, a celle sous les pieds de qui Dieu a placé
le paradis, a celle qui m'a embrassé le cceur avant la main, a celle qui a facilité mes épreuves
par ses prieres, a celle qui a été ma lumiére dans les nuits sombres, a celle qui est la source de

ma force et ma premicre enseignante (ma mere et mon bien-aimée, Ghourab Ibtissem).

Voici aujourd'hui que je vous offre cette réalisation qui n'aurait pas été possible sans vous.
Je vous offre toutes mes €tapes et mes réalisations. La gloire et les louanges reviennent d'abord

a Dieu, puis a votre lutte pour moi, et a votre générosité qui apaise ma fatigue.

A mon pilier constant et a la sécurité de mes jours (mon cher frére Robei Mohamed
Moussa). A ma deuxi¢éme mére qui m'a accompagné de ses pricres depuis mon enfance (ma

grand-mere Boukaache Hadda).

A ma chére tante qui m'a donné toutes les orientations et les conseils (Ghourab Hadja
Mbarka). A ceux dont les priéres m'ont toujours accompagné, ma petite tante (Ghourab

Fatima Zahra) et mon grand-pére (Ghourab Abdelkader).

A ceux qui se réjouissent de mon succes, et a tous ceux qui ont été une aide et un soutien
sur ce chemin, aux soldats de I'ombre qui ont été un foyer d'amour et de sécurité dans les jours

difficiles.
Et & ma chére partenaire Maria, a qui je souhaite beaucoup de succes dans sa vie.

Maye Robei



Dédicace

Avec une immense gratitude et une profonde affection, je dédie ce travail a ceux qui ont

¢été ma source d’inspiration, de soutien et d’encouragement tout au long de mon parcours.

A mon cher Pére, mon pilier et ma force tranquille, toi qui as toujours cru en moi, ce

travail est le fruit de tes sacrifices.

A ma cheére Maman, a la prunelle de mes yeux, a la source de ma joie et mon bonheur,

ma lune et le fil d’espoir qui allume mon chemin.

A ma petite Sceur, ta présence et tes mots innocents ont illumine mes journées les plus

sombres.
A ma chere cousine Dalel, ton soutien, ton énergie et ta présence ont beaucoup aidée.
A mon cher Frére, mon petit bout de bonheur.

A mes chéres tantes, mes deux secondes mamans, votre amour, vos encouragements et

votre présence constante.

A mon cher oncle, ton soutien, tes sacrifices, tes paroles encourageantes et ta

bienveillance mont profondément marquée.
A mes amies de coeur, Amira et Imen.

A ma bindme Maye, étais plus qu’un bindme, on a commencé a deux, on a tenu bon a

deux et on a brillamment terminé ensemble.

A toutes les personnes chéres a mon ceeur.

Maria Belazreg



Table des matiéres

Remerciements

Dédicaces

Liste des tabIeAUX .........cooiiiiiiiiie e
LiSte des fIGUIES ........ooouiiiiiiiiie ettt e e et e st e e st e e st e e sabeeesabeeesaneeees II
Liste des aDrévIations.............cocoiiiiiiiiiiii e 111

INtroduction .....eeeeeeeeeeeereeeennnenees

Partie 1 : Bibliographique

Chapitre 1. Généralités sur les pesticides

1. Historique des PesStiCides....cccvueiicrirsnnrecssssnniccssssnsecssssassessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess

2. DEfinition des PestiCitdes...ccuuiercreresssercssnicssnicssanesssasesssanesssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassssnns

3. Classification des pesticides
3.1. En fonction de la catégorie Chimique ..........ccceeeovieriieiiieniieieesee et 4
3.1.1. Les pestiCides OTZANIQUES. ......cccveerreeeieerieerieeieeeeeesseesseeenseessseesseessnesseessseeseesssessens 4
3.1.2. Les pesticides NON OTZANIQUES. ....c.eeevierreerieerreenreesieesereeseessseeseessneesseessseesseesssesnsens
3.1.3. LeS DIOPESTICIACS ...eeuuviieiiieeiiee et et et ettt et e st e e e taeesavaeesaseeesaseeesnseeenreeenns

3.2. Selon la nature des CIDIES VISEES.....cuiiriiiiiieiiieieeiie ettt
3.3. Selon le mode de PENELIAtioN. ........ccuieriiiiiiieiieeieeee et
3.3.1. Pesticides Par CONTACT ......cc.eerueriiriiiiieiieie ettt sttt s
3.3.2. Pesticides SYSIEMIQUES .......cecueruieriiiiiniiitieieniierie ettt ettt ettt s aeeaees

4. Les pesticides €N AIZEIIe ....cuuuueivueiserisuiiseiisicsnnssninseinssecssessssnesssesssesssssssssssasssssssssssssssss

5. Avantages et effets nocifs des PeStiCIAes ......cccvveervercrrnicssnicssnicssnnicssnnsssssnessarsssssssssanssnns

T B N 3 1 72T oSSR SRRPRRRRR

5.2. Effets noCifs des PeSICIACS .. ..uiiiuiieriiieiiiieciie ettt e iee e et e e s e e seaee e

5.2.1. Effet sur 'environnement...........cocueiriiiiiieiieeiieeie ettt

5.2.2. Effets sur 1es hUMAINS .....c..coceriiiiiiiiiiieieniceeccee e
Chapitre 2. Biodégradation des pesticides

1. Biodégradation des pesticides

1.1. Les Actinomycetes en tant qu’agents de biodégradation ...........cccceeevveevcieencieenciieennen.
| B B Y 742 2 10 7 A N ) 7 PSSR
L.1.2. RAOAOCOCCUS SP ...eooaeeeeeeeeee et e ta e e ave e s aaa e e saeessaeesnsaeesnseeenssaeensseeenns
1130 NOCAFAIQ SP ..ottt et e ae e e aae e e stae e s aee e e nseeennseeenes
L.1.4. FIAVODACLETTUNL SP ..ottt ettt ettt ettt e eaeeennee e



1.1.5. NOCAFAIOIACS SP......cceeeeeeeeeiie ettt et e e e eaae e e e s naaeeenaee s

L.1.6. MiCrOMONOSDOTA SP «....eeeeeeee ettt eetee e e e eaae e e etae e e e s nsaaeeennsaneeeennns

L.1.7. MYCOBDACIEFTUI SP ...ttt aae s e s e e naeeensee s

L.1.8. AFERFODACIET SP ..ottt s e e saa e e sase e e ssaeeeensee s

1.2, LeS DACTETICS ..ottt ettt et be et ebtesbeebesaeens

1.3. LeS ChamPINONS .....cccueeiiiieiieeiiieiieeiie ettt ettt ettt et e e te et eesbeeseesnseesaeenseensneenseas
Partie 2 : Expérimentale

Chapitre 3. Matériel et méthodes

« DESCrIPLION A€ ZOME ..cceueerierunriisnicisnicsssnresssncssssnsssssisssssesssssssssssssssssesssssssssssessssssssssssssssses

. Choix des zones de prélévement

. Choix des pesticides et APPLICALION ....ccueeevvueriiieriiieiisiniissnicssnnicsssnicssseesssseesssssesssssessssnes

. Prélévement des échantillons

N &K W N -

. Méthodes analytique utilisées
5.1. Préparation de 1a SUSPENSION METE .....cc.eevuieeeiieriieeieeriieeieesiieereesireeseesteeeseessreeseessseans
5.2, ENSEMENCEMENT .....coiiiiiiiiiiiiiieite ettt ettt ettt et et sbeesteesaneeas
5.3. Dénombrement de la flore bactérienne...........c.cecueeeerieiiiniinieieeiecee e

5.3.1. Dénombrement des cOlifOrmes tOtaUX .........cocerierieriirienieieeieseeeee e
5.3.2. Dénombrement d€S ENIEFOCOGUES..............cccueeeeeeeeciieeeciieeeciieeerieeecreeesveeesaeeesvee s
5.3.3. Dénombrement de StaphyloCOCCUS ............coocerueneeciiniiniiiiiiiieeseeieeeeee e
5.3.4. Dénombrement de StreptoCOGUE ...............couevirienoiiciieiiiiieiiiieneeeeeee e
5.3.5. Dénombrement de CIOSIFIAIUM ............ccc.oeveeieeaiiieiieeieeteeee et
5.3.6. Dénombrement des flores fongIqUES.........cccvieeriiieriiieniieeeieecie e
5.3.7. Dénombrement deS ACHROMYCELES ..........ceeeueeeeeeeeiieeeiieeecieeeiieeeieeeeaeeeeaeeeevee s
5.4. Identification des souches d’Actinomycetes 1SOIEES ........oeevvvieriieeiieeeiieeeieeeieeeeeenn
5.4.1. Observation MaCrOSCOPIQUE ....ccvveeerurreererrearerreeereeesareeesreesssreessseeessseesssseesssseessssees
5.4.2. ObServation MICTOSCOPIQUE....c.uerueerrermrerrrenteeteritenteeteeitesteetesiresseenseessesseessessesseens
5.5. Test de résistance des Actinomyceétes contre PeStiCides ........ccceevverierievierieneenieeeeneenn
Chapitre 4. Résultats et discussions

1. RESUILALS €t QISCUSSIONS auueereeeerreeeereeseeceerrereesssesesscssssssssssssssssesssssassssssssssssssasssssssssssssssansassss

1.1. Avant l'application des PeStICIAES .......cuieriiieriiiieiiie et et eree e eree e

1.1.1. Dénombrement et identification des souches d’Actinomycetes ................ccuueenn.....
1.2. Apres l'application des PeStICIAES ......ccuvieeviieiiiieriie et
1.3. Résultats de test de résistance pour les ACtinomycertes ..........ccoueevueeeecveeecveeeceeenereeennes

ConcluSION..ceeeeeereeneecereeneeceeenees

Références bibliographiques

11
12
13
14
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
17
17
17
17

18
18
22
23
27
31
32



Annexes

Résumé



Liste des tableaux

Tableau 1. Classification des pesticides selon leur Cible............ccoeieeiiieniiiiienieeiierieeiees 6
Tableau 2. Dénombrement de la charge microbienne avant application des pesticides.......... 18
Tableau 3. Dénombrement de la charge microbienne apres application des pesticides (24h) 23
Tableau 4. Dénombrement de la charge microbienne aprés application des pesticides (48h) 26
Tableau 5. Test de résistance pour 1€S ACtINOMYCELES ..........ccueereveeeiieiiaieiieecieeie e 28



Figure 1.
Figure 2.
Figure 3.
Figure 4.
Figure 5.
Figure 6.
Figure 7.

Liste des figures

Localisation de TEZIOMN ......cc..eeruiirieeiieeieeite ettt ste e etee e e taeebeesseeesseenseeensees 11
Ferme de Lichana .........ccoooiiiiiiiiiieiiciececeee ettt e 12
Les 3 ZoNes SEIECHIONNERS ........eeevieiieiiieiieeieeite ettt eiee e ereesseeenbeeneneenseas 12
Pesticide (fongicide - bacteriCide)........cvevuieruieriieiieiiieeeeie e 13
Pesticide fON@ICIAR .......oovieiieiiieiieee et e 13
COMPLEUT A€ COLOMICS. .....eeuiieiieeiieeiieeieeiee ettt see et eesteeebeestaesbeesseeenseenseeenseas 14
Histogramme de la charge microbienne de zone 1 avant application des pesticides19

Figure 8. Histogramme de la charge microbienne de zone 2 avant application des pesticides19
Figure 9. Histogramme de la charge microbienne de zone 3 avant application des pesticides20
Figure 10. Colonies des bactéries CIOStFIAIUM ..............c.cccueeveeeciienieeiieeie et 21
Figure 11. Résultats de milieu MRS ...........cccooiiiiiiiiiiieee e 21
Figure 12. Observation macroscopique d’ACHNOMYCELe .........cc.coceecueneeserciineeiieienieeienene 22
Figure 13. Observation microscopique d’Actinomycete G100............coceeveriinenvenicnienncnnne 23
Figure 14. Colonies de milieu PCA apres application des pesticides (24h)........ccccceeveeennennee. 24
Figure 15. Colonies des champignons apres application des pesticides (24h).........cccceeeueeee. 25
Figure 16. Colonies de milieu Chapman aprées application des pesticides (24h) .................... 25
Figure 17. Test de résistance des Actinomycetes contre pesticide fongicide-bactéricide sur

Milieu Muller HINtOMN........ociiiiiii ettt s 29
Figure 18. Test de résistance des Actinomycetes contre pesticide fongicide-bactéricide sur

INILIEU GAUSSE ..o et e e e e e e e eeeae e e e e e e e e aaeeeeee e e e aaaaeaeeeeeeaeanaaaeaaaaaaes 29



Liste des abréviations

DDD : Dichloro-diphényl dichloroethane.

DDE : Dichloro-diphenyl-Exachloroéthane.
DDT : Dichloro-diphényl-trichloroéthane.

OP : Organophosphates

HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques.
BTEX : Benzene <toluene <ethylbenzene <xylene
PCA : Plate Count Agar

GN : Gélose Nutritive

SBA : Slanetz and Bartley Agar

V.F : Viande Fois

MRS : Man, Rogosa, Sharpe

MH : Muller Hinton

MO : Micro-Organisme

71 : Zonel

72 : Zone2

73 : Zone3



Introduction

Introduction

L'Algérie, grace a sa diversité climatique et écologique, bénéficie non seulement de
diverses productions agricoles, mais elle favorise aussi la multiplication des bioagresseurs
nuisibles aux cultures. Ainsi, les enjeux phytosanitaires se présentent comme un défi majeur

pour l'agriculture (Rahmoune et al., 2018 ; Bettiche et al., 2017).

L'usage intensif des pesticides dans la lutte chimique est pratiqué pour sauvegarder les
cultures, les graines et les produits entreposés contre les organismes nuisibles. L'utilisation de
produits chimiques aide & minimiser les pertes agricoles en défendant les plantes contre les
organismes nuisibles, en diminuant les assauts des parasites, en restreignant la compétition des
mauvaises herbes et en garantissant la préservation des marchandises entreposées (Ndao, 2008 ;
Cruz, 2015). Les pesticides, également appelés produits phytosanitaires, sont des composés
chimiques congus pour éliminer ou lutter contre les organismes nuisibles aux plantes. Ces
derniers sont fortement régulés a 1'échelle mondiale en raison de leur caractére dangereux

(Benzine, 2006).

L'amélioration des techniques phytosanitaires en agriculture a contribu¢ a la protection
des cultures contre les especes nuisibles ainsi que les « mauvaises herbes », tout en augmentant
les rendements. Cependant, ce développement est la cause de la contamination

environnementale due aux pesticides (Jacquet et al., 2022).

Les sols sont principalement affectés par la contamination par ces derniers. Suite a leur
dispersion, une grande concentration des pesticides se trouve dans le sol, ce qui peut nuire aux
étres vivants qui s'y trouvent. L'activit¢é biologique d'un sol (en particulier des
microorganismes), tout autant que ses caractéristiques physiques et chimiques, est cruciale pour

sa productivité (Jacquet et al., 2022).

Dans ce contexte, notre travail consiste 4 mener une étude sur les effets des pesticides sur
les micro-organismes du sol dans la région de Lichana, wilaya de Biskra, dans le but d’évaluer
la résistance des différents groupes microbiens (en particulier les Actinomycetes) vis-a-vis la

présence de ces pesticides.
Pour atteindre les objectifs cités, ce présent mémoire se subdivise en deux parties :

Une premicre partie consacrée a un rappel bibliographique sur les généralités du

pesticides et leur biodégradation.
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Et une deuxieéme partie expérimentale contenant le matériel et les méthodes appliqués
pour cette étude, et une partie des résultats obtenus avec la discussion, enfin une conclusion

générale.
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Chapitre 1 Généralités sur les pesticides

1. Historique des pesticides

L'histoire de l'utilisation des pesticides peut étre divisée en trois phases : avant 1870,
lorsque des composés naturels €taient utilisés, il y a environ 4500 ans chez les Sumériens. Tous
les produits utilisés étaient dérivés de ressources animales, végétales ou minérales. Le pyrethre,
un insecticide utilisé depuis plus de 2000 ans, est dérivé des fleurs séchées du chrysanthéme

(Tudi et al., 2021).

Vers la fin du 19¢éme siécle, les Suédois employaient des composés de cuivre et de soufre
pour lutter contre les infections fongiques affectant les fruits et les pommes de terre (Tudi et
al., 2021). Depuis ce temps, on a eu recours a divers produits chimiques inorganiques, dont la
bouillie bordelaise contenant du sulfate de cuivre et de la chaux arsenic, en tant que pesticides.
Ces substances sont toujours employées pour combattre de nombreuses affections fongiques

(Bernardes et al., 2015).

La troisiéme phase des pesticides synthétiques a commencé aprés 1945 (Tudi et al.,
2021), suite a la découverte des effets nocifs du DDT, de I'aldrine, de la dieldrine, de 1'endrine,
du chlordane, du parathion, du captane et du 2,4-D (Zhang et al., 2017). En1972, le DDT a été

interdit aux Etats-Unis en raison de ses effets nocifs (Tudi et al., 2021).

Les scientifiques développent des plantes génétiquement modifiées capables de produire
leurs propres insecticides ou de résister aux herbicides ou pesticides, une approche innovante
pour lutter contre les ravageurs, réduisant l'utilisation de produits chimiques et les effets

environnementaux (Bernardes et al., 2015).

2. Définition des pesticides
Le mot « pesticide » désigne toute substance, qu'elle soit naturelle ou synthétique, qui
peut éliminer ou freiner la croissance des organismes nuisibles a l'agriculture. (Communautés

d'insectes, parasites, micro-organismes, rongeurs, plantes indésirables...) (Bernard, 2018).

D'apres le Code des reglements fédéraux américains (CFR), un pesticide est toute
formulation ou assemblage de substances ¢laborées pour agir comme agent de régulation des
plantes, défoliant ou dessiccant (Garud et al., 2024). Dans le domaine de l'agriculture, les
pesticides jouent un rdle crucial, étant donné que les producteurs les emploient pour optimiser

la productivité de leurs cultures (Tudi et al., 2021).

3. Classification des pesticides
L'actuelle gamme de pesticide sur le marché présente une diversité de structures

chimiques et de groupes fonctionnels, ce qui complique leur classification. La majorité des
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auteurs répartissent les pesticides en deux catégories, soit en fonction de la composition

chimique de leur substance active, soit selon les étres vivants ciblés (Bettiche, 2017).

3.1. En fonction de la catégorie chimique

3.1.1. Les pesticides organiques

I1 s'agit de produits carbonés synthétiques développés en laboratoire ou naturellement. Ils

proviennent de sources animales, végétales ou microbiennes, comme les organochlorés, les

organophosphorés, les carbamates, les triazines et 1'urée substituée (Garud et al., 2024).

Chlorés organiques : Les premiers pesticides de synthése sont I'essentiel, mais
l'essentiel est interdit pour leur durabilité et leurs impacts sur les €tres non visés
tels que le DDT. Le lindane et I'endosulfan, qui sont considérés comme les plus

biodégradables et sont encore utilisés aujourd'hui (Garud et al., 2024).

Carbamates : Les carbamates constituent une catégorie des pesticides qui bloquent
l'action de l'acétylcholinestérase, une enzyme essentielle a la propagation des
signaux nerveux. En bloquant l'action de cette enzyme, les carbamates altérent le
systéme nerveux des nuisibles, provoquant paralysie et déces. Ceci influence la
transmission nerveuse chez les organismes non visés (Ahamad et al., 2023 ; Garud

et al., 2024).

Organophosphates : Les pesticides comme les OP et les pyréthrinoides ont un
impact significatif sur le systétme nerveux en inhibant l'enzyme
acétylcholinestérase, ce qui entraine des effets neurotoxiques et un risque accru
de maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson. Les
pyréthrinoides, dérivés d'insecticides naturels présents dans les fleurs de
chrysanthéme, sont utilisés en agriculture et dans la lutte contre les ravageurs en
raison de leur capacité a controler une grande variété de ravageurs. Cependant,
une exposition prolongée peut provoquer des 1ésions nerveuses et une paralysie

(Ahamad et al., 2023 ; Garud et al., 2024).

Néonicotinoides : Les néonicotinoides, une classe des pesticides chimiquement
associés a la nicotine, sont jugés particulierement toxiques et relativement récents.
Ils agissent sur le systéme nerveux des insectes en se fixant aux récepteurs
nicotiniques de l'acétylcholine, provoquant une excitation excessive qui mene

finalement a leur décés. On considére que les néonicotinoides comportent un
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risque assez faible pour les organismes qui ne sont pas ciblés ainsi que pour

l'environnement, et ils affichent une spécificité élevée (Garud et al., 2024).

Les triazines : D'aprés Bettiche (2017), la premicre triazine a été identifiée en
1952 en Suisse par JR Geigy, Ltd. Les triazines sont des herbicides organo-azotés
dont la formule chimique est C8HI4CINS. Ils sont considérés comme de
deuxiéme génération en raison de leur dégradation plus rapide que les composés
organochlorés, mais leurs produits de dégradation restent persistants. Ils ont une

persistance dans l'eau et une mobilité au soleil.

Les urées substituées : Les molécules contenant un groupe urée (NH2-CO-NH>)
peuvent étre situées dans un cycle, et les sulfonylurées sont considérées comme
des urées. Les molécules satisfaisant aux deux critéres sont classées comme

sulfonylurées, car le groupe a une priorité plus élevée (Bettiche, 2017).

3.1.2. Les pesticides non organiques

Ces ¢léments non biodégradables, dérivés principalement de minéraux contenant du

cuivre, de l'arsenic, du cyanure, du soufre, etc.... Une fois mises en ceuvre, ces substances ont

un impact toxique grave sur l'environnement (s'accumulent dans les sols). Parmi ceux-ci, le

plomb et le mercure sont considérés comme les plus nuisibles (Bettiche, 2017).

3.1.3. Les biopesticides

Les biopesticides sont des substances issues de végétaux ou d'animaux, ou basées sur des

organismes vivants bénéfiques tels que les moisissures, les bactéries, les virus et certains

nématodes avantageux. On peut mentionner, par exemple, des Bacillus thuringiensis, qui sont

des insecticides ayant la capacité d'éliminer les moustiques responsables du paludisme ou les

1épidopteres nuisibles dans le domaine de l'agriculture. Ces composés jouent un role crucial

dans la lutte contre les nuisibles et contribuent également a la protection des animaux

domestiques (Kumar et Singh, 2015).

3.2. Selon 1a nature des cibles visées
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Tableau 1. Classification des pesticides selon leur cible (CCHST, 2023)

Catépgorie

Usape

Exemples

Inseclicides

Détruisent ou repoussent les
insecies, les tiques et les mites.

inseclifuges

appats pour souris et blaties

poudre ou liquide & vaporiser pour le
jardin

produiis commerciaux & vaporser

pour fermesfvergers

shampoing contre les puces, colliers
contre les puces ef les tigues

boules-a-mites

Herbicides

Détruizent les mauvaises herbes
ou les plantes indésirables.

herbicides ou désherbanis

produiis d'enfretien du gazon {engrais
ei herbicides)

traitements powur souchesfpour plaies
d'élagage

Fongicides

Détruisent les moisissures, le
mildiou et autres champignons.

liquides a vaporiser pour roses et
fleurs

produifs commerciaux & vaporiser
pour fermesivergers

grains traités

adjuvants de peinfure

Rodenticides

Detruisent les rongeurs tels que les
souris et les rats.

points d'appdts pour souris et rats

Deginfectants

Detruisent les bactéries, les
moigissures et le mildiou.

javellizant
amoniacue
détersifs pour cuisine et salles de bain

détersifs pour piscines et spa

Produits de
préservaiion du bois

Protégent le bois conire les
insecies ef les champigmons.

bois fraité sous pression

3.3. Selon le mode de pénétration

3.3.1. Pesticides par contact

Les pesticides de contact agissent directement sur les organismes nuisibles en étant en
contact avec eux. Lorsque la majeure partie de leur superficie est traitée avec un herbicide non
sélectif, les plantes indésirables sont éradiquées. Le contrdle des insectes nuisibles peut étre

réalisé par la pulvérisation directe ou le déplacement des insectes sur une surface traitée

(Bernard, 2018).

3.3.2. Pesticides systémiques

Les pesticides systémiques luttent contre les organismes indésirables sur des parties
spécifiques des plantes ou des animaux, pouvant entrainer leur mort. Ces pesticides sont

assimilés par les racines de la plante, qui se propagent et asphyxient les insectes se nourrissant

des seves de la plante (Bernard, 2018).
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4. Les pesticides en Algérie

L'expansion de l'agriculture algérienne a entrainé une augmentation significative de
l'utilisation de produits phytosanitaires, fabriqués par des entreprises indépendantes comme
Aasmidal et Moubydal. Selon Bettiche (2017), en 2009, les importations ont atteint 67 millions
de dinars. Les pesticides, notamment les pyréthrinoides, les organophosphorés et les
carbamates, sont largement utilisés pour protéger les cultures et lutter contre les maladies

vectorielles.
5. Avantages et effets nocifs des pesticides

5.1. Avantages

Les pesticides se sont avérés bénéfiques pour I’humanité en protégeant les cultures des
parasites et des insectes, en empéchant la croissance indésirable des plantes, en contrdélant les
infestations des parasites agricoles, en régulant les maladies des plantes et en éliminant les
maladies animales, conduisant a une croissance exponentielle de I’agriculture mondiale ces

dernieres années (Garud et al., 2024).
5.2. Effets nocifs des pesticides

5.2.1. Effet sur 1'environnement

Les pesticides persistent dans I'environnement et contaminent le sol, 1'eau, les plantes,
les oiseaux, les poissons, les insectes utiles et les plantes non cultivées. Ils sont toxiques pour
ces especes. Les insecticides constituent la catégorie la plus toxique, tandis que les herbicides
présentent des risques pour les organismes qui ne sont pas visés (Garud et al., 2024). Ils peuvent
endommager les micro-organismes utiles du sol (Yamaguchi et al.,2021 ; Beaumelle et al.,

2023).

5.2.2. Effets sur les humains

L'exposition a long terme aux pesticides a été associée a un risque accru de cancer,
notamment de divers types de cancer. L'exposition aux pesticides entraine plus de 150 000
décés par an, principalement dus a l'auto-intoxication par ingestion. Les expositions
professionnelles et accidentelles peuvent également entrainer la mort par contact ou par
inhalation. L'exposition prolongée aux pesticides augmente le risque de divers types de cancer

(Beaumelle et al., 2023 ; Garud et al., 2024 ; Sajjad et al., 2024).
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1. Biodégradation des pesticides
L'essentiel de la biodégradation est effectué par des processus faisant intervenir divers

microorganismes tels que les bactéries, les champignons (Bensouici et al., 2025).

De nombreux microorganismes présents dans le sol ont démontré leur aptitude a
biodégrader un large éventail des pesticides. Ces aptitudes métaboliques se manifestent
habituellement par la sécrétion d'enzymes extracellulaires. La liste de ces bactéries est vaste et
les scientifiques cherchent a identifier le microorganisme le plus performant, rapide et adapté

pour la dépollution des écosystemes (Diez, 2010).

1.1. Les Actinomycétes en tant qu’agents de biodégradation

Selon Ghadbane (2014), les Actinomycetes ont une grande importance dans la
biodégradation de diverses matieres organiques. Il a également été démontré que les
Actinomyceétes décomposent intensément la chitine, la cellulose, I'amidon et le xylane. Certains
dégradent activement les pesticides, Certains membres de ce groupe de bactérie gram-positif
ont la capacité de dégrader les pesticides avec tres différentes structures chimiques (Ghadbane,

2014 ; Fuentes et al., 2010).

1.1.1. Streptomyces Sp

Streptomyces sp. A été prouvé comme possédant des capacités de décomposition
remarquables, avec 17 variétés capables de décomposer le diuron, un herbicide puissant. 93
colonies de ce groupe ont été testées contre 11 pesticides organochlorés, dont I'aldrine, le
chlordane, le DDD, le DDE, le DDT, la dieldrine, I'heptachlore, 1'eptachlorepoxyde, le lindane
et le méthoxychlor (Benimeli et al., 2007 ; Fuentes et al., 2010).

1.1.2. Rhodococcus sp

Rhodococcus Actinomycetes du genre Rhodococcus décomposent certains persistants des
pesticides, dont le Thiocarbamate et le S-triazine, et le Bromoxynil. Ce sont des micro-
organismes intéressants en raison de leurs différentes actions de dépollution sur les
hydrocarbures, les pesticides, les herbicides et autres substances polluantes naturelles

(Alliouch-kerboua, 2017).

1.1.3. Nocardia sp

Selon Hocinat et Boudemagh (2015), les Actinomycetes du genre Nocardia sp sont
performants dans la décomposition de certains pesticides, tels que : I'herbicide Dalapon et le
fongicide Ortiva. IIs ont la capacité de transformer 1'insecticide DDT en DDD par un processus

de déchlorination. L'impact du fongicide azoxystrobine sur les micro-organismes du sol
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susceptibles de se développer dans des environnements déficients. Ils ont signalé que ce
fongicide a favorisé la croissance de Nocardia. Des Actinomycéte qui appartiennent au genre
Nocardia. Pour la premiére fois, il a été¢ démontré que Nocardia, isolée a partir de boues
activées, était la seule capable de se développer sur tous les composés BTEX utilisés comme

seule source de carbone et d'énergie (Hocinat et al., 2019).

1.1.4. Flavobacterium sp

Des recherches sur les Actinomycetes ont démontré la dégradation des composés
organophosphorés et du Coumaphos en 1973, identifiant alors l'organisme comme étant
Flavobacterium sp. Le Diazinon est aussi décomposé par une espéce qui appartient au

Flavobacterium (Singh et al., 2004).

1.1.5. Nocardioides sp

Nocardiodes simplex NRRL B-24074 et Pseudaminobacter sp. Sont capables de
décomposer coumaphos et atrazine, et la dégradation de [D’atrazine est rapide pour
Pseudaminobacter. La demi-vie de 'atrazine est de 5 jours pour Pseudaminobacter inoculée
dans le sol et de 3 jours pour Nocardioides inoculée dans le sol (Hocinat et al., 2019 ; Hocinat

et al., 2020).

1.1.6. Micromonospora sp
Micromonospora sp. A la capacité de dégrader l'alachlore, le diuron, le lindane, le
chlordane, le méthoxychlore et la cyperméthrine. 11 a été observé que l'application de

l'insecticide endosulfan B est liée a la croissance de Micromonospora (Giri et al., 2005).

1.1.7. Mycobacterium sp
L'utilisation de 1'insecticide endosulfan, combinée a 1'urée et aux engrais phosphatés, a

entrainé une augmentation du nombre de Mycobacterium (Giri et al., 2005).

1.1.8. Arthrobacter sp

Huiling et al. (2014) ont récemment découvert que certaines especes d'Arthrobacter
contribuent a la décomposition de divers pesticides, et sont donc suggérées pour I'épuration des
eaux usées. On a également signalé la décomposition du diazinon par deux variétés

d'Arthrobacter sp.

1.2. Les bactéries
Les bactéries jouent un role dans les transformations qui impliquent des enzymes plus
spécifiques dans des processus plus complexes, capables, dans certains cas, d'alimenter le

métabolisme et la production de biomasse (Calvet et al., 2005).
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Les hétérotrophes Gram-négatif, qui abritent une multitude d'especes, sont capables
d'exploiter un large éventail de composés organiques comme source de carbone et d'énergie.
Ce groupe, d'une grande importance dans le domaine agricole, inclut les genres fixateurs azote
: Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Enterobacter, Azospirillum, Klebsiella (Calvet et al.,

2005).

Les bactéries a Gram positif ; notamment associés dans le cadre de consortiums sont
capables de dégrader : les organochlorés, les S-triazines, les carbamates, les organophosphates,
.... etc. Le mécanisme moléculaire de processus de transformation des bactéries a Gram positif

sont moins connus que celle des bactéries a Gram négatif (Calvet et al., 2005).

1.3. Les champignons

Des ¢tudes montrent que les champignons peuvent décomposer divers produits chimiques
toxiques, notamment les HAP, les BTEX, les chlorophénols, les polychlorobiphényles et les
pesticides. Ces micro-organismes ligninolytiques et non ligninolytiques peuvent &tre utilisés

pour la biorestauration de ces polluants, notamment ceux des pourritures blanches (Diez,2010).

Les champignons, grace a leur richesse enzymatique, possedent des caractéristiques
physicochimiques (polaire, lipophile, etc.) qui stimulent une multitude de réactions chimiques
(oxydation, réduction, hydrolyse, conjugaison et oligomérisation). Cela leur offre la possibilité
d'agir sur une large variété de contaminants xénobiotiques de différentes structures (Diez,

2010).
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1. Description de zone

Wilaya de Biskra.se trouve dans le sud-est algérien, a 425 km au sud d'Alger.
La wilaya de Biskra est bordée au nord par la wilaya de Batna.

Du nord-ouest, la wilaya de M'Sila.

Du nord-est de la wilaya de Khenchela.

Du sud-ouest de la wilaya d'Oulad Djellal.

Du sud, la wilaya de El Oued.

Notre étude est déroulée au niveau de région de Lichana de la wilaya de Biskra et
constitue une partie de 1'Oasis de Tolga. Cette région est reconnue mondialement pour ses dates
de qualité supérieure (Deglet Nour), avec plus de 500 000 palmiers dattiers répartis sur son

territoire (Bettiche, 2017).

S00°E S0 E 00 E 630 E

LICHANA

QULED-DJELLAL

34° 30007 N

Légende
& BLGUED
* Dairas s, Oued B Limites des communes
@2} Zone détude ‘ Barrage 01020 Kiamiters
[— |
T r T T

Figure 1. Localisation de région (Reghais,2023)

2. Choix des zones de prélevement
A l'intérieur de la ferme sélectionnée dans la région de Lichana (figure2), trois zones ont

été sélectionnés pour 1’étude (figure3).

11



Chapitre 3 Matériel et méthodes

Figure 3. Les 3 zones sélectionnées

A : La premicre zone contient une végétation dense (coriandre).
B : La deuxiéme zone contient une implantation moyenne.
C : La troisieme zone contient une plantation faible.

3. Choix des pesticides et application
Deux types de pesticides ont été sélectionnés (fongicide et bactéricide) et appliqués
simultanément sur les trois zones d’étude. Ce sont des pesticides de type liquide a concentration

intense, qui doivent étre dilués dans 1'eau lors de leur utilisation.
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La préparation et 1’application des pesticides sont réalisés selon les instruction indiqués

par les fabricants.

Beltanol-Lu
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Figure S. Pesticide fongicide

4. Prélévement des échantillons

Les échantillons utilisés dans cette étude ont été prélevés dans un sol agricole en deux
étapes : avant et apres un traitement avec les pesticides. Les échantillons sont prélevés apres
avoir retiré les cinq premiers centimetres du sol, puis une quantité suffisante de sol est prélevée
jusqu'a une profondeur de 10 centimetres des trois zones. Le sol est ensuite placé a I'aide d’une

spatule stérile sur une feuille d'aluminium stérile. Apres le premier tri, en excluant les pierres

13
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et les débris végétaux, les échantillons sont récupérés dans des flacons stériles transportés au

laboratoire pour étre analysés.

5. Méthodes analytique utilisées

Nous avons utilis¢é 2 méthodes indirectes pour le dénombrement : sur gélose et en

bouillon.

Le dénombrement su milieu solide est réalisé par comptage des colonies qui apparaissent
dans deux boites (ou tube) de milieu de culture (contient >15 colonies et <300 colonies) pour
chaque zone et en calculant la moyenne des deux, en suite on applique la relation : le nbr des
microorganisme/g de sol = X nbr de colonies / V*D. La lecture du nombre de colonies est

effectuée par compteur de colonies (Haddad, 2023).

Figure 6. Compteur de colonies

Le dénombrement en milieu liquide pour déterminer la présence d'un micro-organisme
dans I'inoculum est réalis¢ généralement par détecter I'une de ses caractéristiques, comme la
fermentation d'un glucide entrainant un changement de couleur de l'indicateur de pH,
production de gaz, etc. Généralement le test est réalisé par la méthode classique dont un tube
stérile, contenant le milieu de culture, est ensemencé avec une quantité d'inoculum (produit pur
ou dilution), puis on observe, apres incubation, si la caractéristique souhaitée se manifeste
(trouble, virage, gaz). Si c'est le cas, le résultat est considéré comme positif. Autrement, il est

déclaré négatif (Haddad, 2023).
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5.1. Préparation de la suspension mere
Dans des conditions stériles on prépare la solution mére (SM) du sol ; en ajoutant 1g du
sol dans un tube d'essai contenant (9ml) d'eau distillée stérile et on agite jusqu'a obtenir une

solution homogene (Cheloufi et al., 2022).

5.2. Ensemencement
Pour tous les milieux nutritifs, nous avons pris I’inoculum de la solution meére pour les
cultures, sauf pour le milieu nutritif Viande-Fois nous avons utilisé la dilution 10! pour

I’inoculation.

Apres avoir préparé la suspension microbienne, I’ensemencement se fait par un étalement
en surface, ou nous avons pris un volume (10ul) et déposé sur le milieu nutritif choisie dans une
boite de Petri, puis étaler I’inoculum sur la surface de la gélose avec une rateau, (pour les
cultures en surface), ou l'ensemencement en profondeur, et c'est fait en plagant (Iml) de la

suspension microbienne dans une boite de Petri, puis en ajoutant le milieu de culture en-dessus.

Apres ensemencement les boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48h pour les bactéries

et les champignons, pour les Actinomycétes a 25°C pendant 5 jours (Allilouch-Kerboua, 2017).
5.3. Dénombrement de la flore bactérienne

5.3.1. Dénombrement des coliformes totaux

Deux milieux nutritifs ont été utilisés pour le dénombrement, pour le premier milieu, nous
avons appliqué la méthode d’ensemencement dans la masse. Avec une pipette stérile, nous
mettons un volume (1ml) de la suspension microbienne dans une boite de Petri, puis ajoutons

le milieu de culture PCA. Nous mélangeons ensuite le contenu de la boite en effectuant des
mouvements circulaires (00), apreés que le milieu soit solidifié, nous retournons la boite et

I'incubons a 37°C pendant 24 a 48 heures (Hussel et al.,2021).

Quant au deuxieme milieu on a utilisé le milieu de Gélose Nutritif ou nous avons pris un
volume (10ul) de la suspension microbienne et le placé sur la surface du milieu nutritif, puis
étaler I’inoculum sur la gélose a 1'aide d'un rateau. Ensuite, nous plagons la boite de Petri dans
l'incubateur en position inversée a une température de 37°C pendant 24 a 48 heures (Minerbe

etal., 2022).

5.3.2. Dénombrement des Entérocoques
On a utilis¢ le milieu Slanetz and Bartley Agar sélectif différentiel utilis€ pour
I’identification et le dénombrement des Entérocoques. Nous avons pris un volume (10ul) de la

suspension microbienne et I'avons placé sur la surface du milieu nutritif, puis étaler I’inoculum

15



Chapitre 3 Matériel et méthodes

sur la surface de la gélose a l'aide d'un rateau. Ensuite, nous plagons la boite de Petri dans
l'incubateur en position inversée a une température de 37°C pendant 24 a 48 heures (Karambiri

et al., 2023).

5.3.3. Dénombrement de Staphylococcus

On utilise le milieu de Chapman pour isoler les staphylocoques pathogénes qui produisent
des colonies jaunes par la fermentation du mannitol. Nous avons pris un volume (10ul) de la
suspension microbienne et l'avons placé et 1’étalé sur la gélose. Ensuite incubez a une

température de 37°C pendant 24 a 48 heures (Gillespie et Hawkey, 2006).

5.3.4. Dénombrement de Streptocoque

Ce test est réalisé¢ en utilisant le bouillon MRS, ce milieu est recommandé pour la
différenciation des Cocci Gram-positif. Nous avons pris un volume (1ml) de la suspension
microbienne et I'avons placé dans un tube a essai contenant le milieu de culture. Ensuite, nous

le placons dans l'incubateur a une température de 37°C pendant 24 a 48 heures (Hussel et al.,

2021).

5.3.5. Dénombrement de Clostridium

La Gélose Viande Foie sert a compter les spores des Clostridium sulfito-réducteurs dans
les échantillons. Apres avoir placé la dilution dans un bain-marie a 80°C pendant 10 minutes
pour €liminer les formes végétatives et activer les spores. Nous avons pris un volume (1ml) de
la suspension microbienne et I'avons placé dans un tube a essai contenant le milieu de culture.

Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 a 48 heures (El Hraikl et a/., 2021).

5.3.6. Dénombrement des flores fongiques

Le dénombrement des champignons est réalis¢ sur le milieu de culture Sabouraud qui est
un environnement polyvalent qui favorise la prolifération et la séparation d'une vaste gamme
des levures et des moisissures. L'ajout de chloramphénicol freine le développement des
bactéries Gram positive et Gram négative. L inoculation du milieu est réalisée en plagant (10ul)
de la suspension microbienne a la surface du milieu nutritif, puis étaler I’inoculum sur la gélose

ensuite incuber les boites de Petri a 37°C pendant 24 a 48 heures (Hussel et al., 2021).

5.3.7. Dénombrement des Actinomycétes
On a utilisé le milieu de Gausse sélectif pour les Actinomycetes. Nous avons prélevé un
volume (10ul) de la suspension microbienne puis 1’étaler sur la gélose. Ensuite, nous plagons

les boites a une température de 28°C pendant Sjours (Kpoda et al., 2024).
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5.4. Identification des souches d’Actinomycétes isolées
L'identification des souches d’Actinomycetes isolées se fait par la détermination de leurs

caracteéres macroscopiques et microscopiques.

5.4.1. Observation macroscopique
L'examen des colonies isolées a une échelle macroscopique permet d'effectuer une

caractérisation initiale.

5.4.2. Observation microscopique

La caractérisation microscopique des isolats est réalisée par observation apres coloration
de Gram, les souches isolées sont fixées et teintées selon la technique de Gram. Cette coloration
permet de déterminer la morphologie cellulaire et le type de Gram des bactéries étudiées

(Allilouch-Kerboua, 2017).

5.5. Test de résistance des Actinomycétes contre pesticides

Nous avons d’abord procédé a un repiquage des Actinomycetes isolés de chaque zone
pour assurer leur pureté. Par la suite, une suspension bactérienne est préparée pour chaque
isolat. Ensuite, par écouvillonnage, nous avons inoculé les deux milieux de culture Muller
Hinton et Gausse. L’étape suivante consiste a placer dans chaque boite 3 disques dont chaque
disque porte une concentration différente du méme pesticide (pesticide 1 un fongicide «

SEMIPLANT » ; pesticide 2 un fongicide-bactéricide « Beltanol-L ») (Kpoda et al., 2024).
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1. Résultats et discussions

Dans le but d'étudier 1'effet des pesticides sur la microflore du sol, la région de Lichana
dans la wilaya de Biskra a été choisie, ou des échantillons ont été prélevés de trois endroits
différents avant et aprés l'application de deux types des pesticides pendant quatre jours

consécutifs : le premier pesticide est un fongique et le deuxiéme est un fongicide - bactéricide.

1.1. Avant I'application des pesticides
Apres le préléevement des échantillons a partir des trois zones et la culture sur différents
milieux nutritifs avant I'application des pesticides, les résultats présentés par chaque zone sont

résumeés dans le tab 2.

Nous constatons, d’apres le tableau, que la premicre zone présente une charge
bactérienne plus ¢élevée que les deux autres zones, ainsi la deuxieme zone présente une charge

bactérienne plus élevée que la troisiéme.

De plus, nous remarquons une différence significative entre les zones en termes de
nombre des champignons, la troisiéme zone se distingue par un nombre élevé en champignons

contrairement aux deux autres zones.

Tableau 2. Dénombrement de la charge microbienne avant application des pesticides

Nombre des microorganismes pour chaque zone
UFC/g de sol
Zone-1- Zone-2- Zone-3-
Les milieux Charge Charge Charge
microbienne microbienne microbienne
PCA 300000 275000 250000
GN 270000 280000 277000
SBA 7000 5000 7000
Chapman 230000 200000 195000
MRS >10MO cellule/g | =10MO cellule/g | =>10MO cellule/g
V.F 700 400 1400
Sabouraud 28000 34000 133000
Gausse 37000 33000 40000

Parmi les résultats indiqués dans la figure 7, la charge bactérienne élevée sur la premiere
zone peut €tre due a sa richesse en plantes et en matiéres organiques, ce qui en fait présente un
environnement favorable. Nous constatons également que la charge fongique (28000 UFC/g de
sol) est inférieure a la charge bactérienne (161540 UFC/g de sol) et les Actinomycétes (37000
UFC/g de sol).
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Figure 7. Histogramme de la charge microbienne de zone 1 avant application des pesticides

En ce qui concerne la deuxieéme zone, elle se caractérise par une densité de végétation
inférieure a celle de la premicre zone, c'est peut-&tre pourquoi nous trouvons un nombre de
bactéries moins ¢levée (152080 UFC/g de sol) par rapport a cette dernicre, quant a la charge
fongique (34000 UFC/g de sol) et aux Actinomycetes (33000 UFC/g de sol) qui sont au méme

nombre (figure 8).
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Figure 8. Histogramme de la charge microbienne de zone 2 avant application des pesticides

Pour la troisiéme zone, nous constatons qu'elle a une charge bactérienne inférieure a celle
des deux autres zones, ce qui dii a une plantation faible sur la zone. D'apres la figure 9, nous
remarquons que la charge fongique (133000 UFC/g de sol) est proche de la charge bactérienne

(146080 UFC/g de sol).
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Figure 9. Histogramme de la charge microbienne de zone 3 avant application des pesticides

La différence dans la charge fongique entre les zones peut étre liée a plusieurs facteurs
(pH du sol, teneur en eau, texture de sol, pesticides, température, les saisons) (Frey et al., 1999 ;
Pietikainen et al., 2005 ; Six et a/.,2006 ; Bell et a/.,2009 ; Rousk et al., 2010 ; Bapiri et al.,
2010 ; Lo, 2010), y compris le labour du sol. Selon Frey et al. (1999) l'utilisation intensive du
labour perturbe les réseaux de mycélium fongique, ce qui diminue la biomasse en comparaison
avec celle des bactéries. Les méthodes de préservation des sols (comme le semis direct et
l'absence de labour) encouragent généralement la croissance des champignons. Cela correspond
a I’¢état des trois zones que nous avons choisies. C'est pour cette raison, nous constatons que la
forte présence fongique sur la zone trois, est a cause de son faible couvert végétal di donc a

I’absence de labour du sol contrairement a la premiére et la deuxiéme zone.

Nous trouvons également que le facteur d'humidité est impliqué dans ce résultat, comme
indique Bapiri et al. (2010), car plus le sol est humide, plus la charge fongique augment, et c’est
le cas de la troisieme zone dont nous avons remarqué une humidité dans le sol plus €levée par

rapport la premiere et la deuxieéme zone progressivement.

Pour la charge des bactéries Clostridium (figurel0), les résultats montrent un nombre
relativement faible dans les trois zones, ce qui peut étre dii au fait que les caractéristiques du

sol et les conditions environnementales ne sont pas favorables a leur croissance.
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Figure 10. Colonies des bactéries Clostridium

Pour le dénombrement de ces bactéries, nous avons utilisé le milieu nutritif Viande-Fois
inoculé avec la dilution 107!, contrairement aux autres milieux, nous n'avons pas pu compter
avec la solution meére en raison de la densité élevée des taches noires dues a ’activité des

bactéries.

Concernant le milieu liquide de culture pour la recherche de Streptocoque, tous les tubes
de test étaient troubles (figure 11), ce qui indique la présence de ces bactéries dans les trois
zones avec une charge >10 micro-organisme/g de sol. Des études plus précises de cette charge

bactérienne n’était pas possible a cause du manque du milieu de culture.

Figure 11. Résultats de milieu MRS
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1.1.1. Dénombrement et identification des souches d’Actinomycétes
Ce type de bactérie joue un réle important dans la fertilité¢ du sol, empéchent de nombreux
agents pathogenes des plantes et se distinguent par leur capacité remarquable a décomposer des

maticres organiques plus complexes.

Pour étre slir de type des microorganismes dénombrés dans cette étape, nous avons
procédé d’abord des tests d’identification préliminaire par 1’études des caractéres macro et

microscopique.

Figure 12. Observation macroscopique d’Actinomycete

Selon Alliouch-kerboua (2017), les aspects macroscopiques pour 1’identification des

Actinomyceétes sont :
* La forme des colonies : punctiforme.
* La dimension des colonies est évaluée par le diamétre : petite, moyenne ou grande taille.
* La pigmentation : rose, blanc, gris.
* L’¢lévation : plane.
* L’opacité : opaque.
* Aspect : lisse, verruqueuse, épineuse ou velue.

Les aspects des colonies obtenus dans notre études (figure 12) se concordent avec ceux

signalés au-dessus.
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Par 1’¢tude microscopique basée sur la coloration de Gram des échantillons des trois

zones, nous avons confirmé la présence d’Actinomycetes (figure 13). Ce sont des bactéries de

coloration Gram positif, généralement filamenteuses (Allilouch-Kerboua, 2017).

Figure 13. Observation microscopique d’Actinomycete G100

En ce qui concerne la charge de ces bactéries dans les trois sols, les résultats de
dénombrement des Actinomycetes montrent que ces derniers sont en nombre similaire dans les

trois zones.

1.2. Aprés I'application des pesticides

Apres l'application des pesticides sur les trois zones pendant quatre jours consécutifs dans
le but d'étudier 1'effet de ces derniers sur la microflore du sol, les résultats obtenus 24 heures
apres la dernicre utilisation des pesticides montrent le tableau 3 une diminution générale du la
charge bactériennes et fongiques par rapport aux résultats initiaux (avant l'application des

pesticides).

Tableau 3. Dénombrement de la charge microbienne apres application des pesticides (24h)

Nombre des microorganismes pour chaque zone UFC/g
de sol (24H)
Zone-1- Zone-2- Zone-3-
Les milieux Charge Charge Charge
microbienne microbienne microbienne
PCA 249000 200000 181000
GN 266000 246000 237000
SBA 5000 4000 3000
Chapman 199000 185000 179000
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MRS >10MO cellule/g >10MO cellule/g >10MO cellule/g
V.F 500 200 900
Sabouraud 27000 10000 90000
Gausse 31000 27000 25000

Cette observation est en accord avec les résultats de Cheloufi et al. (2022) de
microorganismes cultivables du sol dénombrés aprés application des pesticides, qui a rapporté

qu’apres l'utilisation des pesticides, il y a une diminution de la charge microbienne du sol.

Nous remarquons dans les trois zones qu'il y a une diminution notable de tous les groupes
bactériens, a I'exception des bactéries Clostridium (Z1 :de 700 a 500 UFC/g de dol ; Z2 :de 400
a 200 UFC/g de sol ; Z3 :de 1400 a 900 UFC/g de sol) et les Entérocoques (Z1 :de 7000 a 5000
UFC/g de sol ; Z2 :de 5000 a 4000 UFC/g de sol ; Z3 :de 7000 a 3000 UFC/g de sol) ou il n'y

a eu qu'une légere diminution.

En ce qui concerne les champignons, il y avait une différence entre les trois zones, ou
nous avons remarqué que la diminution était 1égére dans la premiére zone (de 28000 a 27000
UFC/g de sol), contrairement a la deuxiéme et troisiéme zone ou la diminution était notable

(Z2 : de 34000 a 10000 UFC/g de sol ; Z3 : de 133000 a 90000 UFC/g de sol).

Pour les Actinomyceétes, nous remarquons que la charge a 1égérement diminué seulement
dans la premiére et deuxiéme zone, contrairement a la troisiéme zone ou la diminution était

notable (de 40000 a 25000 UFC/g de sol).

Figure 14. Colonies de milieu PCA apres application des pesticides (24h)
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Figure 16. Colonies de milieu Chapman apres application des pesticides (24h)

Cependant, apres 48 heures, le dénombrement montre une régénération compléte, méme
plus, de la microflore, les résultats sont généralement similaires aux résultats de dénombrement

avant application des pesticides. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 4. Dénombrement de la charge microbienne apres application des pesticides (48h)

Nombre des microorganismes pour chaque zone
UFC/g de sol (48H)
Zone-1- Zone-2- Zone-3-
Les milieux Charge Charge Charge
microbienne microbienne microbienne
PCA 300000 270000 255000
GN 269000 282000 276000
SBA 7000 6000 5000
Chapman 291000 237000 210000
MRS >10MO cellule/g | >10MO cellule/g | =>10MO cellule/g
V.F 700 500 1200
Sabouraud 67000 27000 290000
Gausse 40000 32000 45000

D’aprés ce dénombrement, on peut remarquer que certaine population n’a pas seulement
redéveloppé a la charge initiale (comme les Staphylocoques et les moisissures) mais en une
charge plus importante et cela peut s’expliquer par les changements climatiques entre les 2

prélévements et en particulier la température.

Comme nous le constatons dans le tableau 4, les nombres des bactéries et des
champignons reviennent a des niveaux similaires a ceux d'avant l'utilisation des pesticides apres
seulement 48 heures d'application, cela indique que les micro-organismes se sont reproduits a

nouveau.

Nous pouvons remarquer aussi que la régénération de la population microbienne
représente des vitesses de recolonisation différentes. Cette variation dépend de la vitesse

caractéristique de croissance qui varie a sa part en fonction de type du microorganisme.

Cette constatation est en accord avec les résultats de Mandic et al. (2005) rapportant que
les champignons appartiennent au groupe des micro-organismes qui, apres une réponse initiale
sensible a la présence des pesticides dans le sol, peuvent rapidement établir un métabolisme
normal, leur permettant méme de se multiplier, en particulier dans le cas de 1'application de

fongicide et d'insecticide.

Le phénoméne de la recolonisation des zones traités a ¢té examiné dans plusieurs
recherches spécifiques, soit en lien avec les composantes du paysage, soit en lien avec un
processus de diminution des apports de pesticides au fil du temps. Toutefois, nous avons

observé dans cette recherche une recolonisation de microorganisme du sol directement apres
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48h du traitement, 1'effet a long terme des interventions des pesticides pourrait donc fluctuer en
fonction de la dimension des parcelles et de I'existence d'une végétation limitrophe, qui

déterminent la capacité de recolonisation comme le rapport Basedow (1998).

Nos résultats concordent aussi avec ceux de Streletskii et al. (2022), indiquant que
I’utilisation des pesticides réduit la diversité des communautés bactériennes et fongiques dans
le sol, mais cet effet était temporaire, car la récupération de ces communautés vers leur équilibre

¢tait relativement rapide.

Les recherches de Glodowska et Wozniak (2019), montrent que les pesticides peuvent
affecter 1'efficacité des communautés microbiennes dans le sol, entrainant une diminution de
certaines activités biologiques. Cependant, ces effets sont généralement temporaires, car

l'activité microbienne retrouve ses niveaux habituels apres une certaine période.

Il convient de noter que les instructions de [’utilisée des pesticides indiquent que
I’application doit étre réalisée pendant une semaine ou deux, selon le type et le degré de la
maladie répandue. Cela nous ameéne a penser que des résultats plus significatifs auraient pu étre

obtenus si les pesticides avaient ét¢ appliqués pendant une période plus longue.

De plus, le pesticide utilisé doit étre changé chaque saison afin d'assurer une plus grande
efficacité, car 'utilisation répétée du méme pesticide n'a pas le méme effet qu'au début, car les

micro-organismes deviennent résistants a ce pesticide.

1.3. Résultats de test de résistance pour les Actinomycétes
Les Actinomycetes du sol étudié sont testés pour déterminer leur résistance aux différentes
concentrations des pesticides (C1 ; C2 et C3) en utilisant la méthode de diffusion sur gélose

dont nous avons appliqué sur ce dernier des disques imbibés des pesticides tests.

Le test est réalisé sur 2 milieux de cultures différents : le milieu MH, et le milieu Gausse
sélectif des Actinomycetes. Cette étape vise a étudier d’un part de la résistance de ces bactéries
vis-a-vis des concentrations des pesticides étudiés, et d’autre part 1’effet de la composition de
milieu de cultures sur le pouvoir de résistance de ces microorganismes. Les résultats obtenus

concernant le pesticide 2 sont présentés dans le tableau 5.
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Tableau 5. Test de résistance pour les Actinomycetes

Test de résistance pour les Actinomycétes

Zone-1- Zone-2- Zone-3-
Muller Gausse Muller Gausse Muller Gausse
Hinton Hinton Hinton

Cl | D=35mm | D=32mm | D=17mm | D =35mm NE D =35mm

Pesticide 2
(Fongicide-
bactéricide) 3

C2 | D=40mm | D=40mm | D=20mm | D =38mm NE D =45mm

D=45mm | D=50mm | D=25mm | D =48mm NE D =55mm

C1 : Concentration 1(normale) ; C2 : Concentration 2(25% concentré) ; C3 : Concentration 3(50%
concentré) ; D : Diamétre ; NE : non évalué dii a I’absence de la croissance bactérienne.

Les résultats obtenus, concernant la résistance des Actinomycétes du sol étudié, sont

différents entre le premier et le deuxiéme pesticide.

Le premier pesticide ne présente aucun effet sur ces bactéries dont les diametres des zones
d’inhibition étant égale a zéro, cela peut di au fait qu’il s’agit d’un fongicide. Les différentes
concentrations donnent le méme résultat, ceci peut étre considérer comme un bon indicateur de

la spécificité de type de pesticide.

Tandis que le deuxieéme pesticide montre un effet important sur eux comme c'est un

fongicide- bactéricide, et cela parce que les Actinomycetes sont classés comme des bactéries.

Par ailleurs, nous remarquons une augmentation des diametres des zones d’inhibition
avec I’augmentation des concentrations testées (figure 17et18), ce que signifie que la résistance

des bactéries diminue avec 1’augmentation des concentrations.

Selon Sim et al. (2022), l'effet des pesticides est influencé par le type de sol, le type de

pesticide utilisé et la dose appliquée.
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T

Figure 17. Test de résistance des Actinomycetes contre pesticide fongicide-bactéricide sur
milieu Muller Hinton

Figure 18. Test de résistance des Actinomycetes contre pesticide fongicide-bactéricide sur
milieu Gausse

Finalement, les différences observées dans les valeurs des diamétres des zones
d’inhibition entre les deux milieux MH et Gausse peuvent étre du principalement aux

différences des compositions des 2 milieux.

Comme il est connu, le milieu MH est établit pour faciliter la diffusion des composés des
disques pour les différents tests de diffusion sur gélose, alors que ce n’est pas le cas pour le

milieu Gausse.
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D’un autre part, les différences de la composition peuvent influencer sur la croissance et
par conséquence la résistance des bactéries, en favorisant plus ou moins cette derniére en
fonction des ¢éléments nutritifs contenus dans les milieux de culture, et on note dans ce point
que le milieu MH est caractérisé par une composition plus riche surtout en éléments nutritifs

simples que le milieu Gausse (voir annexe).
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Conclusion

Dans cette étude, nous avons abordé 1'impact des pesticides sur la microflore du sol, en

particulier dans la région de Lichana, dans la wilaya de Biskra.

Notre étude s'est limitée a évaluer l'effet des pesticides sur la microflore du sol, qui a été
déterminée par le dénombrement des microorganismes a deux étapes, avant et apres I'utilisation

des pesticides.

Les résultats du dénombrement des microorganismes montrent une diminution de la

charge microbienne apres l'application de deux types des pesticides.

La résistance la plus marquée se trouve dans les groupes des champignons et
d’Actinomycetes, comme on l'a également observé pour les bactéries Clostridium. Alors que la
sensibilité la plus importante a été observée pour les autres groupes des bactéries, en particulier

Staphylococcus.

L’effet des pesticides n'a pas duré, et aprés seulement 48 heures, les microorganismes

sont revenus a la méme charge microbienne qu'avant 'application des pesticides.

L'utilisation des pesticides peut avoir un impact significatif sur les communautés
microbiennes du sol, entrainant une diminution de leur diversité et de leur nombre. Cependant,
ces effets sont souvent temporaires, et les communautés microbiennes retrouvent leur équilibre

avec le temps et ce dernier varie selon le type de microorganisme.

L’étude de la résistance, in vitro des Actinomycetes aux pesticides testés, révele un effet
croissant avec 1’augmentation des concentrations du fongicide-bactéricide appliqué, alors
qu’aucun effet est remarqué pour toutes les concentrations du fongicide ce que signifie une

spécificité vis-a-vis des cibles de ces pesticides.

Finalement, cette recherche s'est uniquement focalisée sur les conséquences a court terme
de I’application des pesticides. Pour atteindre une agriculture a la fois productive, durable et
écologiquement responsable, il est indispensable de réaliser des recherches sur le long terme

concernant l'effet des pesticides sur la microflore du sol.
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Milieu de Gausse (Allilouch-Kerboua, 2017).
KNO3: Ig

KH2 PO4 : 0,5¢

MgSO04, 7TH20 : 0,5g

NaCl:0,5g

FeSO4, 7TH20 : 0,01g

Amidon : 20g

Agar : 30g

Eau distillée : 1000ml
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Résumé

Ce travail concerne 1’étude des effets des pesticides sur la microflore du sol dans la région de
Lichana, wilaya de Biskra. Des échantillons de trois zones différentes sont prélevés pendant deux étapes
: avant et apres le traitement avec les pesticides. Les résultats obtenus avant le traitement aux pesticides
indiquent une différence dans la charge microbienne entre les trois zones en fonction de type et de 1’état
du sol d’origine, des charges bactériennes plus importantes que les charges fongiques sont observées.
Apres 24 heures d’utilisation des pesticides, on remarque une diminution de la charge microbienne dans
toutes les zones, suivie d’une recolonisation des micro-organismes aprés 48 heures de 1’application des
pesticides. On note que le groupe des bactéries est lui qui présente la sensibilité la plus remarquable par
rapport aux champignons. Les résultats de 1’étude in vitro sur la résistance des Actinomycétes, aux
différentes concentrations des pesticides, présentent une différence entre les trois zones, dont les

Actinomycétes de la zone trois apparaissent les plus sensibles par rapport aux zones 1 et 2.
Mots-clés : Pesticides, Microflore, Sol, Biskra, Résistances.

Abstract

This work concerns the study of the effects of pesticides on the soil microflora in the Lichana
region, Biskra. Samples from three different areas are collected at two stages: before and after pesticide
treatment. The results obtained before the pesticide treatment indicate a difference in microbial load
between the three zones based on the type and condition of the original soil, with higher bacterial loads
than fungal loads were observed. After 24 hours of pesticide use, a decrease in microbial load is observed
in all areas, followed by a recolonization of microorganisms after 48 hours of pesticide application. It is
noted that the group of bacteria is the one that shows the most remarkable sensitivity compared to fungi.
The results of the in vitro study on the resistance of Actinomycetes to different concentrations of
pesticides show a difference between the three zones, with Actinomycetes from zone three appearing to

be the most sensitive compared to zones 1 and 2.

Keywords : Pesticides, Microflora, Soil, Biskra, Resistances.
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