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     Résumé     



   Résumé                  Ce travail a été réalisé dans le but de déterminer l’effet de deux métaux lourds (cuivre et cadmium) et deux herbicides commerciaux (Desormone lourd D et Brumby 80 EC) sur la croissance des bactéries isolées à partir des eaux de surface de la région de Guelma. Neuf souches bactériennes ont été choisies : 7 entérobactéries, une Pseudomonas  et une staphylocoque. Une souche de référence a été également utilisée  Escherichia coli  K12 ATCC 1079. La métallothionéine a été dosée chez les bactéries exposées aux métaux lourds après 24H d’incubation. Cette étude a été réalisée après une caractérisation phénotypique. Toutes les bactéries sont développées dans toutes les concentrations du cuivre et du cadmium testées. Staphylococcus aureus a pu croitre avec une densité très importante (DO = 0,962) à 1600 µg/ml de cuivre après 48H d’incubation. Des pics de croissance sont observés pour Escherichia coli,  Proteus vulgaris, Citrobacter freundiiet Staphylococcus aureus à 800,1600 et 400 µg/mlde cadmium. L’impact des herbicides sur les bactéries, au niveau qualitatif, est majoritairement faible. La plupart des densités de croissances sont importantes vis-à-vis du Desormone lourd D. En revanche, les densités optiques les plus faibles sont enregistrées vis-à-vis de 1000 µg/ml de Brumby 80EC. Toutes les souches bactériennes expriment des concentrations de métallothionéine après exposition au cuivre ainsi qu’au cadmium. La sur-expression de la métallothionéine est observée chez Klebsiella oxytoca suivi par Edwardsiella tarda, Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgaris après une exposition à 1600 µg/ml du cadmium.  Mots-clés : métaux lourds, herbicides, bactéries aquatiques, impact, métallothionéine.



   Abstract      This work was conducted to determine the effect of two heavy metals (copper and cadmium) and two commercial herbicides (Heavy Desormone D and Brumby 80 EC) on the growth of bacteria isolated from surface waters in the region of Guelma. Nine bacterial strains were chosen: 7 Enterobacteriaceae, one Pseudomonas and one Staphylococcus. A reference strain was also used Escherichia coli K12 ATCC 1079. Metallothionein was dosed in bacteria exposed to heavy metals after 24 hours of incubation. This study was performed after phenotypic characterization. All bacteria are grown in all concentrations of copper and cadmium tested. Staphylococcus aureus was able to grow with a very high density (OD = 0.962) at 1600 µg / ml of copper after 48 hours of incubation. Growth peaks were observed for Escherichia coli, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii and Staphylococcus aureus at 800,1600 and 400 µg / ml cadmium. The impact of herbicides on bacteria, at the qualitative level, is mainly low. Most growth densities are significant with respect to the heavy Desormone D. On the other hand, the lowest optical densities are recorded against 1000 µg / ml of Brumby 80EC. All bacterial strains express concentrations of metallothionein after exposure to copper and cadmium. Over-expression of  metallothionein is observed in Klebsiella oxytoca followed by Edwardsiella tarda, Pseudomonas aeruginosa and Proteus vulgaris after exposure to 1600 µg / ml of cadmium.  Key words: heavy metals, herbicides, aquatic bacteria, impact, metallothionein.
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  Introduction  1  Les substances chimiques utilisées dans les différents domaines pour les diverses activités et pour la recherche scientifique sont le plus souvent retrouvées dans l’environnement. Le rejet des eaux usées dans le réseau d’assainissement communal ou bien dans le milieu naturel directement sans aucun traitement préalable, génère un risque pour la santé humaine et présente une contribution significative à la contamination générale des différents écosystèmes et plus particulièrement des milieux aquatiques (Verlicchiet al., 2012). En tant qu’écosystèmes récepteurs, suite au transfert des molécules, les milieux aquatiques, et notamment les systèmes lotiques situés dans des zones d’utilisation intensive de ces substances, sont particulièrement vulnérables. De nombreuses études ont ainsi mis en évidence la forte contamination des cours d’eau par les métaux et les pesticides au cours de ces dernières années (Belyaevaet al., 2005 ; Comoretto et Chiron, 2005). Ces études soulignent la nette prédominance des herbicides et des métaux lourds dans le panorama général de contamination (IFEN, 2004). L’Algérie a connu ces dernières décennies une forte croissance démographique, une urbanisation massive et un développement des activités industrielles qui ont généré une pollution importante des ressources en eau. Les polluants les plus fréquemment rencontrés sont : des microorganismes multi-résistants et des micropolluants tels que les produits pharmaceutiques, les métaux lourds, les détergents, les pesticides, les solvants et autres (Bouziani, 2000). L’accumulation de ces polluants, en particulier les éléments traces métalliques et les herbicides, dans les écosystèmes aquatiques peut se répercuter sur la santé des êtres humains et des animaux (Wang et al., 2003). A l’échelle microscopique, il est envisageable que certains polluants puissent affecter directement quelques espèces bactériennes et modifier ainsi la diversité au sein de la population (Johnsenet al., 2001). Ces effets directs et/ou indirects peuvent avoir des répercussions importantes sur le fonctionnement de l’écosystème, les bactéries hétérotrophes jouant un rôle primordial au niveau des flux nutritifs, en assurant la majorité du recyclage de la matière organique (Amblard, 2012).La perturbation par les éléments traces métalliques et les herbicides des communautés bactériennes peut donc engendrer un dysfonctionnement de la boucle 



  Introduction  2  microbienne et se répercuter ainsi par une cascade trophique sur les communautés biologiques des maillons supérieurs (Brock et al., 2000). Les métaux lourds et les herbicides provoquent divers effets nuisibles tels que l’allongement de la phase de latence, l’inhibition des activités enzymatiques, l’altération de la structure de l’ADN, la modification de la composition et de la structure des populations microbiennes, et la réduction de la diversité microbienne (Riether, 2007). Pour faire face à la profusion de ces polluants dans l’environnement, les bactéries ont élaboré plusieurs mécanismes qui leur permettent de persister et/ou de croitre, ces mécanismes étant dans plusieurs cas véhiculés par des plasmides (Karbasizaedet al., 2003). La dissémination de la résistance aux agents chimiques représente un avantage écologique pour les bactéries, spécialement dans les environnements pollués. Par contre, le transfert des gènes de résistance entre des bactéries allochtones et autochtones dans l’environnement peut présenter un risque potentiel pour la santé publique. Dans cette optique, nous avons entrepris une étude sur l’impact de certains agents chimiques sur des bactéries d’origine aquatiques. Ceci permettra la sélection des bactéries caractérisées par un potentiel de résistance nécessaire pour tout projet de bioremédiation. Nos objectifs spécifiques sont : 
− D’étudier l’effet de deux métaux lourds (cuivre et cadmium) et deux herbicides commerciaux (Desormone lourd D et Brumby 80EC) sur la croissance des bactéries isolées à partir des eaux de surface de la région de Guelma ;  
− Doser la Métallothionéine, protéine de régulation de l’homéostasie des métaux, afin de déterminer un mécanisme de résistance évoqué ; Ce mémoire s’organise en trois chapitres principaux : - Le premier décrit le cadre scientifique dans lequel s’inscrit ce travail, faisant une synthèse bibliographique concernant la contamination des cours d’eau par les métaux lourds et les herbicides, et relatant précisément l’effet de ces polluants sur l’environnement et les organismes vivants ; 
− Le deuxième chapitre relate notre travail expérimental ainsi que les protocoles analytiques utilisés ; 



  Introduction  3  − Le troisième chapitre présente les résultats obtenus et les discussions engendrées par ces résultats. Enfin, une conclusion fait l’objet d’une synthèse des principaux résultats acquis et quelques perspectives de recherche découlant de ce travail achèveront ce mémoire.  



 4    Chapitre I : Synthèse bibliographique   



   Synthèse bibliographique  4  Sont tous les eaux qui circulent ou qui sont stockées à la surface des continents. Ces eaux sont naturellement alimentées par les précipitations et perdues par l'évaporation et l'infiltration souterraine dans le sol. Elles peuvent se trouver stocker en réserves naturelles (lacs) ou artificielles (retenus de barrages) (Lundberg, 1995).  Le fonctionnement physique et biologique des eaux de surface est contrôlé par des contraintes environnementales variées, conduisant à une grande variabilité spatiale et temporelle (Lamy et Dubreuil , 2011).Ils présentent une hydrologie particulière marquée par une forte inertie, caractérisée par une sensibilité plus accrue aux variations naturelles (variation saisonnière, événements climatiques intenses…). Cette inertie a de fortes conséquences sur les paramètres physico-chimiques, microbiologiques et biologiques (Lundberg, 1995).   Actuellement, les eaux de surface sont confrontées à plusieurs sources de pollutions : retombées atmosphériques, produits toxiques, métaux lourds, engrais, pesticides, effluents domestiques et industriels ; Ces différents polluants conduisent à une dégradation physique, chimique ou biologique de la qualité de l’eau, et par conséquent une perturbation des conditions de vie et un déséquilibre du milieu aquatique (Voegborioet al., 2011). Dans la présente étude nous nous intéressant par la pollution des eaux de surface par les métaux lourds et les herbicides.  II. Pollution des eaux de surface par les métaux lourds     II.1. Définition des métaux lourds    Les métaux lourds sont les éléments métalliques naturels dont la masse volumique dépasse 5 g/cm3. Ceux-ci sont présents le plus souvent dans l'environnement sous forme de traces : mercure, plomb, cadmium, cuivre, arsenic, nickel, zinc, cobalt, manganèse etc(Arris, 2008). Les métaux lourds montrés dans la figure 1, sont présents dans tous les compartiments de l’environnement, mais en général en quantités très faibles sous forme de traces. Il s’agit de tous les éléments de transition possédant une orbital d’insaturée, y compris les lanthanides et les actinides (bloc d et f de la classification de Mendeleïev), à 



   Synthèse bibliographique  5  l’exception du scandium, du titane et de l’ytrium. De même, parmi les métaux lourds, les éléments intermédiaires les moins électronégatifs du bloc p, parmi lesquels figurent le plomb et l’étain (Benedetto, 1997).  Figure 1 : Classification périodique des éléments traces métalliques (Benedetto, 1997).  D’un point de vue physique, le terme « métaux lourds » désigne les éléments métalliques naturels, métaux ou dans certains cas métalloïdes (environ 65 éléments), caractérisés par une forte masse volumique supérieure à 5 g/cm3(Adriano, 2001).  Du point de vue biologique, nous distinguons deux types de métaux, selon leurs effets physiologiques et toxiques : 
� Les métaux essentiels ou oligoéléments sont des éléments indispensables à l’état de trace pour de nombreux processus cellulaires et qui se trouvent en proportion très faible dans les tissus biologiques.Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un certain seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), et du fer (Fe)(Loué, 1993). 
� Les métaux non essentiels ou toxiques ont un caractère polluant avec des effets toxiques pour les organismes vivants, même à faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), et du cadmium (Cd) (Chiffoleau, 2004).       



   Synthèse bibliographique  6      II.2. Origine des métaux lourds dans le milieu aquatique Les éléments métalliques sont, sous différentes formes, toujours présents au sein du milieu aquatique (Mohan et al., 2006).Leur présence résulte de causes naturelles et des activités humaines (Figure 2) (Benedetto, 1997).  
• Origines naturelles : comme d’autres substances, les métaux sont présents dans notre environnement en quantité plus ou moins importantes, pouvant aller des traces jusqu’au métal pratiquement pur dans certains gisements miniers (source naturelle des métaux). Les réserves les plus importantes se trouvent dans les roches et/ou les sédiments océaniques (Chiffoleauet al., 2001). 
• Origines anthropiques : en dehors des concentrations de fond il existe trois sources principales de métaux lourds (Duchaufour, 1997) : 

�  Apports d’origine agricole (amendements organiques, engrais minéraux, pesticides). 
� Résidus industriels et urbain. 
� Retombés atmosphériques.   Figure 2: Description schématique de l’origine des éléments traces dans le milieu aquatique(Lumsdonet al., 2001) .   



   Synthèse bibliographique  7   II.3. Impact des métaux lourds   L’existence des éléments traces sous des formes solubles, échangeables, incluses dans les minéraux, précipitées ou complexées définit le potentiel polluant et son impact sur la qualité des sols et des eaux ainsi que la toxicité pour les êtres vivants(Yao, 2008).      II.3.1. Sur l’environnement     Les quantités disponibles des métaux dans l’environnement sont infimes et ils n’ont aucune signification. Mais lorsque les conditions changent de telle manière que les métaux redeviennent solubles, l’augmentation de la concentration devient alors une menace directe pour l’environnement du fait de l’augmentation de leur disponibilité pour les plantes (Koumolouet al., 2010). La contamination de l'environnement aquatique par les éléments traces métalliques (ETM) est un des problèmes majeurs auxquels est confrontée la société actuelle. Ces métaux transitent dans la colonne d'eau avant de s'accumuler dans les sédiments où ils sont impliqués dans de nombreuses réactions biogéochimiques susceptibles de modifier plus ou moins fortement leur spéciation et donc leur bio-disponibilité pour l'ensemble du réseau trophique (Lesven,  2008). En outre, depuis quelques années, les pluies acides augmentent la mobilité des métaux dans le sol et causent donc une augmentation de leur concentration dans les produits agricoles (Hachfi, 2013). Les effets observés à des niveaux trophiques supérieurs se manifestent notamment par un retard du développement des embryons, des malformations et une moins bonne croissance des adultes chez les poissons, les mollusques et les crustacés ; par ailleurs, selon certaines études, les métaux lourds auraient aussi un impact négatif sur les communautés bactériennes telluriques (Barnabas, 2009).     II.3.2. Sur la santé  Certains éléments métalliques n’ont aucun rôle dans le maintien de l’homéostasie de l’organisme et sont directement toxiques, comme le mercure, le plomb ou le cadmium, d’autres sont indispensables (appelés oligo-éléments) comme le sélénium ou le fer.  



   Synthèse bibliographique  8  Les espèces aquatiques, les algues et les poissons, accumulent les métaux lourds par le processus de bioaccumulation, en rentrant dans la chaine alimentaire de l’homme tels que le mercure et le plomb, ils peuvent causer des problèmes sanitaires (Bonnard, 2003).  Des effets indésirables ont été observés chez les poissons, les mollusques et les crustacés qui se manifestent par retard du développement embryonnaire, des malformations, une croissance tardive des adultes (Zhao et al., 2000),des perturbations de la reproduction et l’augmentation ou la baisse du taux des biomarqueurs de défenses (Huynh, 2009). Chez les plantes sensibles aux métaux, la toxicité peut être reliée à plusieurs causes: l’inhibition de l'activité ou la déformation structurale d'une protéine, la formation de radicaux libres ou d'espèces réactives de l’oxygène et la substitution du métal par un analogue toxique dans la protéine cible (Vanassche et Clijsters, 1990 ; Clemens, 2001 ; Hall, 2002). En général, les humains sont exposés aux métaux lourds par voie orale (l’ingestion, boisson ou nourriture), par voie respiratoire (inhalation) ou par voie cutanée, une exposition permanente à de petites doses de métaux peut déclencher de nombreuses réactions chez l’être humain telles qu’uneatteinte rénale, une atteinte visuelle, trouble de la reproduction et des troubles de la fonction thyroïdienne (Martin etGriswold, 2009).Les métaux lourds ont aussi un caractère potentiellement cancérogène (Aubin, 2016).  II.3.3. Sur le compartiment bactérien  En effet, les métaux lourds sont réputés toxiques pour la plupart des microorganismes, car ils affectent leurs croissances, leurs morphologies, et leurs métabolismes. Ces altérations conduisent à des réductions de la biomasse bactérienne ce qui peut affecter la pérennité de l’écosystème(Hébrard-Labit, 1998).  Vue de la grande variété des ETM et de leurs effets opposés, les microorganismes doivent contrôler de façon stricte la concentration intracellulaire en ETM. Les interactions bactéries-métaux lourds observées dans les environnements extrêmes sont représentées dans la figure 3. La bioaccumulation regroupe deux modes d’interaction, le premier consiste en l’adsorption ou la fixation des ETM dans la structure cellulaire sur des sites de liaisons présentant des fonctions anioniques appelés groupements fonctionnels existant au niveau 



   Synthèse bibliographique  9  de la surface bactérienne tel que les lipopolysaccharides, les peptidoglycanes et les phospholipides capables de fixer les métaux (Badot et Crini, 2007 ;Urien, 2015). Ce mode est connu sous le terme de biosorption ou « passive uptake ». Le second consiste en l’absorption et la séquestration des ETM à l’intérieur des cellules bactériennes (Aurélien, 2011).    Figure 3 : Interactions entre les métaux et les bactéries (Ledin, 2000). S : groupements réactifs présents sur la paroi bactérienne. Me2+ : un cation métallique. Org : un composé organique. 
� Vu l’hétérogénéité des effets des polluants métalliques, nous nous intéressons à décrire ceux liées au cuivre et au cadmium. 
• Cuivre :  C’est un élément chimique de symbole Cu et de numéro atomique 29. Métal de couleur rougeâtre, il possède une haute conductivité thermique et électrique à température ambiante (Baize, 1997). Il est présent naturellement dans la croûte terrestre et dans les océans, les lacs, les rivières sous différentes formes et concentrations.  Les sources anthropiques de cuivre dans l’environnement sont liées à la production, à l’utilisation ou à l’élimination du cuivre métal (plus ou moins pur, affiné ou raffiné) et/ou des composés du cuivre et/ou des alliages du cuivre (Dameron et Howe, 1998). Le cuivre est un métal essentiel, toxique à faible et à forte dose. Sa toxicité pour les microorganismes a été démontrée par Joachim et al. (2009),qui a constaté qu’une 



   Synthèse bibliographique  10  concentration de 25 µg/l a conduit à une diminution en abondance de plusieurs taxons de diatomées (Cocconespp.Gomphonemasp.), de macrophytes (Lemna minor, Nasturtium officinale), de champignons aquatiques (Clavariopsisaquatica), de zooplancton (Mytiliniasp., Trichocercasp.) et de macro invertébrés (Lymnaeasp.,Gammaruspulex).  Les effets à court terme sur les mollusques, insectes, poissons, oiseaux d'eau et divers animaux venant s'abreuver seraient également désastreux (Mc Ardle, 1995).  
• Cadmium :  C’est un élément chimique de symbole Cd et de numéro atomique 48. C’est un métal blanc argent, légèrement bleuté, appartenant à la famille des métaux de transition, possède 8 isotopes naturels stables de masse atomique 106 (Andujar et al., 2010). Le cadmium est un élément relativement rare présent dans l’écorce terrestre à des concentrations faibles. Sa dispersion dans l’environnement (en particulier les systèmes aquatiques) est liée aussi aux nombreuses activités industrielles et à l’épandage d’engrais phosphatés faisant intervenir cet élément atmosphérique.  Au sein des milieux aquatiques, le cadmium est considéré comme un des métaux les plus toxiques et représente un risque pour les organismes aquatiques (Garin et Simon, 2004). Les effets de ce métal sont multiples et complexes et les dommages intracellulaires générés concernent tous les types de biomolécules : dénaturation de certaines protéines, peroxydation lipidique, cassures de l’ADN, répression ou au contraire surexpression de nombreux gènes (Liao et al., 2002).  II.4. Mode d’action des métaux lourds  Chez les plantes, les métaux lourds peuvent   précipiter avec des ligands anioniques ou entrer en compétition avec d’autres cations pour des sites de liaison de la paroi pectocellulosique des cellules racinaires.  Dû au fait que la paroi présente une considérable capacité d’échange des cations, la première action des métaux lourds sera l’inhibition ou la stimulation de l’absorption des cations, causant des changements significatifs du métabolisme (par exemple un stress dû à la déficience en fer) (Michel, 2009). Les métaux induisent également un abaissement de la photosynthèse et une altération de processus vitaux tels que le transport(Cseh, 2002). 



   Synthèse bibliographique  11  Chez les animaux, les métaux lourds perturbent les équilibres et les mécanismes biologiques, provoquant des effets toxiques. Ils peuvent affecter le système nerveux, les fonctions rénales, hépatiques, respiratoires... Chez les microorganismes, la toxicité intracellulaire des ions métalliques lourds relève de divers mécanismes (Monchy, 2007) : - L`inhibition des activités enzymatiques par fixation des cations métalliques sur des résidus cystéine, acide glutamique ou acide aspartique qui font partie du site actif de plusieurs enzymes ; - L`altération de la structure des acides nucléiques par fixation des cations métalliques sur les groupements phosphates entrainant ainsi des modifications de structure empêchant la transcription ou la traduction des gènes ; - L`interaction avec des molécules oxygénées réactives issues des processus cellulaires respiratoires, ce qui entraine la formation de radicaux libres qui peuvent endommager l`ADN (mutation), les protéines (par pontages entre ou intra moléculaires) ou encore les acides gras insaturés de la membrane cellulaire. II.5. Mécanismes de résistance bactérienne aux métaux lourds       Il existe plusieurs mécanismes de résistance aux métaux chez les bactéries. Ces mécanismes comprennent (Claire, 2012 ; Maynaud, 2012): 
• Exclusion par perméabilité de la membrane : les bactéries forment naturellement un « revêtement » de polysaccharides extracellulaires, absorbant les ions métalliques et les empêchant d’interagir avec les composes cellulaires vitaux ; 
• Efflux actif : il s’agit du mécanisme de résistance le plus utilisé par les microorganismes. Ils utilisent les mécanismes de transport actif pour exporter les métaux toxiques depuis leur cytoplasme jusqu’au milieu extracellulaire. Chez Pseudomenas aeruginosa, l’ion Cu2+ est exporté par un mécanisme impliquant des protéines séquestrant le cuivre dans le périplasme ; 
• Séquestration intracellulaire des métaux lourds par la production de diverses protéines chélatantes : Les Métallothionéine sont des protéines intracellulaires riches en cystéine, elles ont été identifiées comme capable de séquestrer des cations de Cd2+, Cu2+ et Zn2+ ; 



   Synthèse bibliographique  12  • La détoxification enzymatique : Elle fait appel à des gènes impliqués dans la réduction des composés métalliques ;  
• La réduction de la sensibilité des cibles cellulaires des métaux : Cette protection se déroule par mutation, diminuant ainsi la sensibilité sans altérer les fonctions de base de la cellule ; 
• La production de sidérophores : En liant le métal dans le milieu extracellulaire, le sidérophore diminue la concentration en métaux libres, affectant sa diffusion dans la bactérie et ainsi sa toxicité. III. Pollution des eaux de surface par les herbicides    III.1. Définition et classification des herbicides   Un herbicide est un produit phytopharmaceutique à usage agricole qui cible plus précisément les mauvaises herbes. Il s'agit de molécule, de synthèse ou d’une substance naturelle, qui possède une activité sur le métabolisme des plantes entraînant ainsi la mort de ces dernières, il sert à éliminer les plantes indésirables qui ne peuvent que nuire aux rendements, en raison de la compétition sur les nutriments ou sur l’espace, qu’elles exercent sur les cultures en émergence (Giroux, 2004).  Les herbicides sont classés selon différents critères, que ce soit le but, le moment d’application (ou de traitement), mode de pénétration dans la plante ou bien la famille chimique ou la sélectivité. La figure (4) résume la classification des herbicides selon ces critères.   



   Synthèse bibliographique  13   Figure 4 : Classification des herbicides (Grunewaldet al., 2001).



 Synthèse bibliographique  14  III.2. Origine des herbicides dans le milieu aquatique  Lors de l’application qui s’effectue généralement par pulvérisation, une fraction importante des herbicides déposés sur les plantes ou le sol ruisselle puis s’infiltre pour atteindre et contaminer respectivement les eaux de surface, puis les eaux souterraines(Moreau, 2006). Il existe deux cas de transfert des herbicides dans le milieu aquatique (Fig.3)(Regnault-Roger et al., 2005) : - Transfert vers les eaux de profondeur : C’est le lessivage qui est le processus  de  transfert  des  solutés  en  profondeur jusqu’aux nappes d’eaux souterraines (Les herbicides peuvent se retrouver dans les puits, dans les nappes d’eau de surface ou souterraines). Elle concerne les molécules qui sont en solution du sol ou qui sont adsorbées. Ce transfert varie en fonction des caractéristiques de l’herbicide, des propriétés du sol, de la vitesse d’infiltration et de la fréquence et de l'intensité des précipitations (Bernier, 2002). - Transfert vers les eaux de surface : c’est le ruissellement qui est l’entraînement des pesticides par solubilisation dans l’eau (de la pluie ou de l’irrigation). Il se produit lorsque la quantité d’eau tombée est supérieure à la capacité d’infiltration du sol, ou à partir du moment où le sol a atteint son état de saturation (Regnault-Roger et al., 2005). .  Figure 5 : Origine des herbicides dans le milieu aquatique (Barriusoet al., 2015). 
 

 

 



   Synthèse bibliographique  15  III.3. Impact des herbicides      III.3.1.  Sur les l’environnement  La pollution des écosystèmes aquatiques par les herbicides peut avoir  des  effets  négatif  sur  les  espèces  aquatiques,  elle a  également  un  impact  direct  sur  la  qualité  des  sources d’approvisionnement  en  eau  potable(Darmency, 2010). L'utilisation massive d'herbicides dans les zones agricoles est l'un des facteurs impliqués dans le fait que ces zones ne sont plus utiles pour l'hivernage des oiseaux migrateurs. Ils peuvent devenir aussi contre-productifs pour le sol, car ils ont tendance à changer la situation fertile et donc arrêter ou diminuer la production dans les cultures (Calvet et al., 2005).     III.3.2 Sur la santé  Plusieurs études de santé ont démontré les risques d’effets aigus et chroniques pour les agriculteurs exposés aux pesticides.  Des problèmes d’ordre respiratoire, cutané et neurologique ont été observés (Gatignolet Etienne, 2010). Plusieurs herbicides ont été identifiés comme étant cancérigènes ; les types de cancer  sont  les  lymphomes,  la  leucémie  ainsi  que  le  cancer  des  tissus  conjonctifs,  du cerveau et de la prostate (Multigner, 2005). Les herbicides ont généralement un effet négatif sur les populations d'oiseaux, bien que leur impact soit très variable. Chez les organismes aquatiques, plusieurs études ont montré un lien important entre l’exposition aux pesticides et certains troubles  de  la  reproduction  et  du  développement.En effet, les résidus des herbicides s'accumulent dans l'organisme des poissons provocant des troubles endocriniens et un déséquilibre hormonal (Gibbons et al., 2014).  



 Synthèse bibliographique  16  III.3.3. Sur le compartiment bactérien     La partie des herbicides qui n’est pas interceptée par les plantes atteint le sol et peut en altérer les propriétés chimiques et biologiques, notamment en impactant les microorganismes qui sont connus pour assurer des fonctions écosystémiques  majeures dans l’environnement, telles que le recyclage de la matière organique, la production primaire, ou encore la fixation de l’azote. La très grande diversité des bactéries (structurale et fonctionnelle) leur confère un avantage adaptatif en cas d’exposition à des mélanges de molécules potentiellement toxiques comme les herbicides. Malgré tout, ces communautés bactériennes sont sujettes à des modifications (de structure, de biomasse, de fonctions) pouvant entraîner une perturbation du fonctionnement global de l’écosystème (Cléroux, 2013).  Les interactions bactéries-herbicides dépendent de propriétés des molécules (mode d’action, cibles potentielles, niveau de toxicité…) et correspondent aux manifestations de la toxicité d'une substance pour des organismes sensibles(Lambert et al., 2006). L'étude génétique  de certaines bactéries capables de dégrader des herbicides a révélé la remarquable plasticité de son génome dans la mise en place de la voie de dégradation  (Changey, 2011).    III.4. Mode d’action des herbicides Les herbicides tuent les herbacées mais aussi d'autres végétaux par un principe d'empoisonnement. Appliqués sur le sol ou sur le feuillage, ils ont une action sur la photosynthèse, la synthèse des caroténoïdes et sur la division cellulaire(Leroux, 2003).  Différents actions de ces produits chimiques sur les autres organismes vivants (animaux, microorganismes), ont été observées (Kılınç, 2010) : - Action sur la division cellulaire ; - Action sur les membranes cellulaires ; - Action sur la biosynthèse. 



   Synthèse bibliographique   17  III.5. Mécanismes de résistance bactérienne aux herbicides 
• Résistance acquise chromosomique   Il s’agit d’une mutation stable et héréditaire d’un gène du chromosome et le produit du gène muté est ainsi lui-même modifié. Ainsi, le mécanisme biochimique de base de la résistance chromosomique bactérienne peut être lié à une modification de la membrane cellulaire empêchant ainsi la fixation et la pénétration du produit (Joly, 1995). De nombreuses études ont montré que la croissance d’une souche sensible avec des concentrations sublétales d’un herbicide pouvait entraîner l’acquisition d’une résistance à ce produit (Thomas et al., 2000 ; Lundénetal., 2003). Cette diminution de sensibilité s’accompagne généralement d’une évolution de l’enveloppe bactérienne et plus particulièrement de la composition lipidique membranaire des bactéries à Gram négatif (Langsrundetal., 2003 ; Tabata etal., 2003) et des bactéries à Gram positif (To et al., 2002). 
• Résistance acquise plasmidique (ou extrachromosomique)  Les micro-organismes ayant acquis une résistance extrachromosomique hébergent des plasmides R (facteurs de résistance) véhiculant des gènes dont le produit confère la résistance à un ou plusieurs antimicrobiens. Ce phénomène, fréquent et varié, a été largement étudié dans le cas des pesticides (Russell, 1997).  D’autres mécanismes biochimiques de résistance bactérienne tels que l’inactivation de l’agent chimique, la séquestration et l’altération de la surface cellulaire (modification de la synthèse des protéines de la membrane externe des bactéries à Gram négatif),peuvent également être liés à ces plasmides (Russell, 1997). 



      Chapitre II : Matériel etméthodes  



Matériel et Méthodes  18  Les travaux expérimentaux de la présente étude ont été réalisés au niveau du Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de l’Univers, Université 8 Mai 1945 Guelma. I. Matériel biologique  I.1. Choix et origine des bactéries étudiées  Neuf souches bactériennes ont été choisies pour la présente étude : 7 entérobactéries (E1-E7), une Pseudomonas (P1) et une staphylocoque (S1) (Tableau 1).  Les souches bactériennes ont été isolées des eaux de surface de la région de Guelma.  Une souche de référence a été également utilisée : Escherichia coli  K12 ATCC 10798 (K12). Cette dernière est un excellent modèle de contrôle de l’effet antibactérien des agents chimiques en particulier les métaux lourds et les pesticides (Akinbowaleet al., 2007). Le choix de ces bactéries est basé sur : 
� Leur caractère ubiquitaire dans l’environnement ; 
�  Leur sensibilité différente vis-à-vis aux agents chimiques.  I.2. Vérification de la pureté des bactéries   La purification est une étape très importante, elle conduira à la souche pure ce qui facilitera l'étude de la sensibilité aux agents antibactériens (Joffinet al., 2003).  Afin de vérifier la pureté des souches bactériennes étudiées, nous avons suivi les étapes suivantes : I.2.1. Revivification des bactéries  Pour chaque bactérie, des colonies ont été introduites dans un tube contenant 5 ml de Luira Bertani (LB) à l’aide d’une anse de platine stérile. Les tubes sont ensuite incubés à 37°C pendant 24 à 48 heures (Guiraud, 2003).  Cette étape permet la croissance des bactéries, ce qui facilitera leurs cultures dans les milieux d’isolement (Guiraud, 2003).   



                                                                                                                  Matériel et Méthodes    19   Tableau 1 : Origine des souches bactériennes étudiées. Souches bactériennes Code Date de prélèvement Lieu de prélèvement Méthode de conservation 
En

te
ro

ba
ct

er
ia

ce
ae

 

Escherichia coli E1 03/03/2017 Oued Bradaa GN inclinée en tube Klebsiella oxytoca  E2 16/04/2016 Oued Maïz GN inclinée en tube Proteus vulgaris E3 03/03/2017 Oued Seybouse – plaine de Boumahra GN inclinée en tube Shigella spp. E4 16/04/2016 Oued Seybouse – plaine de Boumahra GN inclinée en tube Salmonella typhimurium E5 17/04/2017 Oued Bradaa GN inclinée en tube Edwardsiella tarda E6 17/04/2017 Oued Maïz GN inclinée en tube Citrobacter freundii E7 16/04/2016 Oued Bradaa GN inclinée en tube 
Ps

eu
do

m
on

ad
ac

ea
e  Pseudomonas aeruginosa P1 17/04/2017 Oued Bradaa    GN inclinée en tube 

St
ap

hy
lo

co
cc

ac
ea

e  Staphylococcus aureus S1 03/06/2017 Oued Maïz    Chapman incliné en tube GN : gélose nutritive. I.2.2. Isolement des bactéries A partir des milieux d’enrichissements présentant une croissance bactérienne, nous avons ensemencé 4 milieux de culture (Larpent, 1997 ; Rodier et al., 2005) : - La gélose Hektoen pour l’isolement des souches E1-E3, E6 et E7. C’est un milieu sélectif pour les entérobactéries pathogènes, il permet une première orientation 



                                                                                                                  Matériel et Méthodes    20  quant à l’identification de l’espèce isolée sur la base de l’attaque de trois glucides : lactose, salicine et saccharose. Une différenciation supplémentaire (présence de thiosulfate et de citrate de fer dans le milieu) qui se traduit par des colonies à centre noir dû à la formation de sulfure de fer. - La gélose Salmonella-Shigella (SS) pour la souche E4 et E5. C’est le milieu sélectif des salmonelles et des shigelles. Il contient du vert brillant, sels biliaires et de fortes concentrations en thiosulfates et en citrate inhibent totalement la croissance de la microflore secondaire Gram positive ainsi que celle de nombreux coliformes et Proteus. - La gélose au cétrimide pour la souche P1. C’est un milieu sélectif, qui permet l'isolement des Pseudomonas et notamment de P. aeruginosa. Sur ce milieu de très nombreuses bactéries sont inhibées de par la présence de l'antiseptique cétrimide (bromure de N-cétyl-N-tri méthylammonium) ainsi que par la présence de l'antibiotique acide nalidixique (inhibiteur de nombreuses bactéries à Gram négatif)  - La gélose Chapman pour la souche S1. C’est un milieu qui contient un inhibiteur de fortes concentrations en chlorure de sodium (75g.L-1), ce qui permet un isolement sélectif de staphylocoques tolérant les fortes concentrations en NaCl.  I.2.3. Caractérisation phénotypique des souches bactériennes  Les souches bactériennes ont subis une caractérisation phénotypique à savoir la caractérisation morphologie selon les méthodes classiques de microbiologie décrites par Guiraud (2003) et la caractérisation biochimique par utilisation des systèmes miniaturisés API.  



Matériel et Méthodes  21  II. Etude de l’effet des métaux lourds et des herbicides sur la croissance des  bactéries II.1. Métaux lourds et herbicides testés Dans la présente étude nous avons étudié l'effet antibactérien de deux métaux lourds : le cuivre et le cadmium, et deux herbicides commerciaux : le Desormone lourd D et le Brumby 80 EC. Le cuivre testé est sous forme de cuivre sulfate pentahydraté (CuSO4, H2O), PM =159,6 g/mol ; et le cadmium est obtenu à partir de cadmium chloride (CdCl2). PM = 183,31g/mol.  Le Desormone lourd D (Dow agrosciences, Italie) est un herbicide dont l’ingrédient actif est l’acide 2,3 D-Ester butyglycol. L’herbicide Brumby 80EC (RotamAgrochem International, Chine) contient le clodinafop-propargyl et le cloquintocet-mexyl.  Le choix de ces agents chimiques repose d'une part sur les données de la direction de l'environnement de la wilaya de Guelma et les travaux de(Guettaf, 2015)qui montrent leurs présences en concentrations importantes dans les eaux des sites d'échantillonnage, et d'autre part, sur leur disponibilité.  II.2. Préparation des solutions mères et des solutions filles  II.2.1. Métaux lourds Des solutions mères de CuSO4, H2O et de CdCl2 contenant 5 g/l ont été préparées dans de l'eau distillée, puis stérilisée par filtration sur membrane (0.2 µm).  Six solutions filles sont obtenues par dilution successive au demi de la solution mère dans des tubes d'eau distillée stérile.  Après dilution de la solution mère métallique, les concentrations du cuivre et du cadmium se répartissent dans les solutions filles entre 50 et 1600 µg/ml.     



                                                                                                                  Matériel et Méthodes    22  II.2.2. Herbicides Les concentrations des solutions mères des herbicides utilisés sont comme suite : - Desormone lourd D : 600 g/l ; - Brumby 80EC : 100 g/l.      Six solutions filles sont obtenues par dilution de la solution mère dans des tubes d'eau distillée stérile : 5, 50, 150, 300, 800, 1000 µg/l.  II.3. Préparation de l'inoculum  Les bactéries issues d'une culture de 18 heures incubée à 37°C ont été suspendues dans le bouillon Luira Bertani modifié et tamponné (LB) à une turbidité correspondante à 1 mesurée à une densité optique DO = 600 nm. II.4. Effets des métaux lourds et des herbicides   Afin de déterminer quantitativement l’effet du cuivre, cadmium, Desormone lourd D et le Brumby 80EC sur les bactéries choisies, nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu liquide (Hassen et al., 1998). 
• Technique - Mélanger V/V de chaque concentration du métal ou d’herbicide avec l’inoculum bactérien ajusté ; - Incuber avec agitation à 37° C pendant 48H ; - Des témoins de croissance pour chaque souche bactérienne sont préparés dans le bouillon LB sans agents chimiques ; - Des témoins négatifs sont préparés également avec milieu LB additionné des agents chimiques sans culture bactérienne. 
• Lecture - Mesurer la croissance bactérienne à une densité optique DO = 600 nm dans le temps : 3, 24, 27 et 48 heures.    Le schéma 1 représente les différentes étapes du protocole expérimental de l’étude de l’effet des métaux lourds et des herbicides sur la croissance des bactéries.



                                                                                                                  Matériel et Méthodes     23                                   Entérobactéries     Staphylocoque       Pseudomonas                                                      Incubation à 37°C pendant 24 H                                                                                                                             Trouble Bactérien                          Examen microscopique ;                     Recherche des enzymes respiratoires ;                     Identification biochimique par la galerie API.   v/v      SM de l’agent                           Concentration en µg/ml                                Inoculum bactérien    Chimique                                                                                            Incubation sous agitation à 37°C pendant 48H  Mesure de la croissance bactérienne à DO = 600 nm dans le temps : 3, 24, 27 et 48 heures.     Schéma 1 : Protocole de l’étude de l’effet des métaux lourds et des herbicides sur la croissance des souches bactériennes. 2. Vérification de la pureté des souches Souche E1-     E7 Souche S1 Souche P1 3. Effet métaux lourds/herbicides       sur les bactéries  a. Revivification b. Identification 50 100 800 400 200 1600   5 ml  Luira Bertani ▪Métaux (5(5 ▪Herbicide 5 50 150 300 800 1000 1. Bactéries étudiées 4. Lecture  



                                                                                                                  Matériel et Méthodes       24 III. Dosage de la métallothionéine chez les bactéries exposées aux métaux lourds  La capacité de croissance des souches bactériennes aux différentes concentrations testées du cuivre et de cadmium, nous a conduits à déterminer un des mécanismes de résistance aux métaux lourds, qui est l’expression de la Métallothionéine. Les métallothionéines (MTs) appartiennent à la famille des protéines intracellulaires qui sont capables de lier les métaux et qui régulent en particulier l’homéostasie des métaux essentiels comme le cuivre(Coyleet al., 2002). Les MTs sont des protéines de faible poids moléculaire (7000 Da) qui ne contiennent pas d'acides aminés aromatiques ni d'histidine. Elles sont par contre très riches en cystéines (Cys). Grâce au groupement thiol de ces cystéines, elles peuvent séquestrer des métaux comme le zinc, le cuivre, le cadmium ou le mercure (Coyleet al., 2002). Le dosage de la MT a été réalisé selon la méthode spectrophotométrie deViarengoet 

al. (1997)(Schéma 2).  
• Technique   
- Récupérer les biomasses bactériennes de  chaque concentration du métal par une centrifugation à 10000 g pendant 20 min ; 
- Peser la biomasse récupérer ; Mélanger la biomasse récupérer avec le Tampon d’homogénéisation ; 
- Après sonication, l’homogénat est centrifugé à 30000 g pendant 20  min à  4 °C ; Les surnageants obtenues sont utilisés pour le dosage de la MT ; 
- Prélever 1 ml de l'échantillon à doser ; 
- Ajouter 1,05 ml d’éthanol absolu froid (- 20 °C) et 80 µl de chloroforme ; 
- Mélanger au vortex pendant quelques secondes ; 
- Centrifuger à 6000 g pendant 10 min à 4 °C ; -  Récupérer le surnageant et lui ajouter 3 volumes d’éthanol absolu froid (- 20 °C) ; - Ajouter 1 mg d’ARN et 40 µl d’HCl à 37 % ; -  Mélanger au vortex pendant quelques secondes ; -  Conserver le mélange à – 20 °C pendant une heure ; -  Centrifuger à 6000 g pendant 10 min à 4 °C ; -  Éliminer le surnageant ; 



                                                                                                                  Matériel et Méthodes       24 -  Laver le culot avec 3 ml de la solution de lavage; -  Centrifuger à 6000 g pendant 10 min à 4 °C ;  -  Éliminer le surnageant et faire sécher le culot ; -  Ajouter au culot 150 µl de la solution de NaCl et 150 µl de la solution d’HCl qui contient de l’EDTA ;  - Agiter au vortex pendant quelques secondes jusqu'à la remise en suspension complète du culot ; -  Ajouter 4,2 ml du réactif d’Ellman ; -  Centrifuger à 3000 g pendant 5 min ; -  Prélever le surnageant ; -  Mesurer l’absorbance à une longueur d’onde λ = 412 nm.  
• Lecture -  La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mêmes conditions avec du tampon d’homogénéisation remplaçant le surnageant ; -  Elaborer une gamme étalon de standards sous forme de GSH, cette gamme comprend 6 concentrations (0; 14,4; 28,8; 43,2; 57,6 et 72 nmol/ml) ; - Tracer le droit étalon : Absorbance = f (concentration en GSH) ; - À partir des résultats obtenus sur la gamme étalon, chacun des échantillons est alors déduit ; - La quantité en MT est exprimée en fonction de la quantité de la biomasse (nmol/g de biomasse bactérienne).  Remarque : La composition et la préparation des milieux de cultures, des tampons et des réactifs sont représentés en annexe.          



                                                                                                                  Matériel et Méthodes       24                           Schéma 2 : Protocole présentatif des principales étapes de dosage de la métallothionéine.A D C B Sonication pour la lyse cellulaire. Récupération de la biomasse de différentes concentrations. Centrifugation des suspensions préparés/ Addition des réactifs/ Agitation par le vortex. Mesure de l’absorbance. 



Matériel et Méthodes      Chapitre III : Résultats et discussion   



Résultats et Discussion   25  I. Vérification de la pureté des bactéries  I.1 Revivification            Après une durée d’incubation de 24 heures à une température de 37 °C, nous avons remarqué l’apparition de trouble au niveau de tous les tubes du Luira Bertani ensemencéspar les différentes souches collectées, ce changement signifie la présence d’une croissance bactérienne (Figure 6).                       Figure 6 :Résultats de la revivification des souches bactériennes collectées. E7 E3 E1 K12 E6 E4 S1 P1 E5 E2 Entérobactéries (E1-E7) et (K12) Staphylococcus aureus (S1) et Pseudomonas aeruginosa (P1) 



Résultats et Discussion   26   I.2. Caractérisation phénotypique des souches bactériennes  La caractérisation phénotypique des souches bactériennes étudiées a confirmé la pureté de tous les isolats (Tableau 2). Tableau 2: Identification des souches bactériennes étudiées. Souche bactérienne Aspect microscopique Enzymes respiratoire Type de l’API Code de l’API  Degré de similitude (%) E1 Bacilles à Gram (-)            Cat (+)            OX (-) NR (+) API 20E 7044102 99,8 E2 7045773 96,9 E3 0676031 100 E4 0044140 98,6 E5 6504510 98,7 E6 4544002 100 E7 3646772 99,4 P1 Bacille à Gram (-)            Cat (-)            OX (+) NR (+)  API 20NE   4754575 99,9 S1 Cocci à Gram (+)            Cat (+)            OX (+) NR (+)  API Staph   6734157 98,9 Cat : catalase, OX : oxydase, NR : nitrate réductase, (+) : positif, (-) : négatif.  II. Effet des métaux lourds sur la croissance des bactéries  II.1. Effet du cuivre Les résultats représentés par les figures 7 – 16 montrent que toutes les souches bactériennes se développent en présence de cuivre. Leur croissance diffère en fonction de la concentration du métal et de la durée d’incubation.   



Résultats et Discussion   27  Escherichia coli K12 (Fig. 7) croît dans toutes les concentrations testées du cuivre ; la faible densité optique de la culture (0,181) est enregistrée avec la plus forte concentration (1600 µg/ml) après une durée d’incubation de 24 heures.  Figure 7: Effet du cuivre sur la croissance d’Escherichia coli K12.   Figure 8: Effet du cuivre sur la croissance d’Escherichia coli (E1).  00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,10,20,30,40,50,60,70,80,91 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   28   Figure 9: Effet du cuivre sur la croissance de Klebsiella oxytoca(E2). Généralement la croissance d’Escherichia coli (Fig. 8) diminue avec l’augmentation de la concentration du cuivre ainsi qu’avec la prolongation de la durée d’incubation.  Une importante croissance est observée dans le cas de Klebsiella oxytoca (Fig. 9) dans le temps de 27H et 48H. Après une faible sensibilité au cuivre après 3 et 24 heures d’incubation, la souche E2 montre une adaptation surtout à la concentration de 400 µg/ml de cuivre qui se traduit par des densités optiques comprises entre 0,911 et 0, 971. Les figures 10 et 11  montrent  une variabilité de comportement des souches E3 et E4 en présence de différentes concentrations du cuivre utilisées. Globalement, deux phases sont observées, une de diminution de croissance après 24H et l’autre de re-multiplication après 48H.    Figure 10: Effet du cuivre sur la croissance de Proteus vulgaris (E3). 00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   29   Figure 11: Effet du cuivre sur la croissance de Shigella spp. (E4).  Salmonella typhimurium (Fig. 12) montre une croissance importante à la concentration 1600 µg/ml de cuivre, en particulier après 48H d’incubation (DO = 0,939).  La concentration la plus élevée de cuivre (1600 µg/ml) montre un effet significatif vis-à-vis de la souche E6 (Fig. 13). En effet, la densité optique diminue de 1 à 0,354, 0,234, 0,219 et 0,204 après 3H, 24H, 27H et 48H respectivement.  La figure 14 nous informe que la souche Citrobacter freundii semble multiplier à toutes les concentrations du cuivre testées. La densité de la culture bactérienne à la concentration 400 µg/ml de cuivre est la plus importante après une durée d’incubation de 24H, 27H et 48H.   Concernant Pseudomonas aeruginosa (Fig. 15), sa croissance est importante à toutes les concentrations du cuivre testées, la densité optique de sa culture oscille entre 0,477 et 0,999.  Le cuivre a diminué la croissance de Staphylococcus aureus après 3H d’incubation (Fig.16), au delà, la souche semble adapter aux différentes concentrations. 00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   30   Figure 12: Effet du cuivre sur la croissance de Salmonella typhimurium(E5).  Figure 13: Effet du cuivre sur la croissance d’Edwardsiella tarda (E6).  Figure 14: Effet du cuivre sur la croissance de Citrobacter freundii(E7). 00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   31     Figure 15: Effet du cuivre sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa (P1).   Figure 16: Effet du cuivre sur la croissance de Staphylococcus aureus (S1).  L’effet du cuivre sur les bactéries après 3 heures d’incubation pourrait s’expliquer par un effet temporaire initial toxique ou bactériostatique du cuivre. La présence de cuivre dans la culture bactérienne durant une période initiale gêne la multiplication des bactéries, alors que cet effet disparaît après des périodes d’incubation plus longues. Le mécanisme exact, par lequel le cuivre tue les bactéries, est aujourd’hui encore inconnues, cependant, plusieurs théories sont développées et étudiées (Hobmanet al., 2007) : 
� La fuite de potassium ou de glutamate à travers la membrane cellulaire ; 
� La perturbation de la balance osmotique ;  
� La désintégration de l’ADN ;  
� Le stress oxydant par génération de peroxyde d’hydrogène. 00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   32   Selon les résultats obtenus, les bactéries présentent un comportement différent vis-à-vis des différentes concentrations qui se caractérise généralement par une densité importante après une durée d’incubation de 24H. Cette hétérogénéité pourrait s’expliquer par l’adaptation des cellules bactériennes, leurs mécanismes de résistance et leurs capacités de générer des clones résistants au facteur de stress cuivrique. Zhang et al. (2006) ont évalué l’impact du cuivre sur la croissance bactérienne en examinant différents paramètres, incluant le pH, l’oxygène dissous, les concentrations en substrat, la sécrétion de substances polymériques extracellulaires (EPS) et la fixation du cuivre dans la biomasse. Les résultats ont montré que le cuivre inhibe la production d’EPS à tous les niveaux de concentration de cuivre étudiés, par contre, la multiplication des bactéries a augmenté avec le piégeage du cuivre par les biomasses qui augmente avec la dose de cuivre ajoutée. De plus, les communautés bactériennes qui ont résisté à des fortes concentrations du cuivre après des longues durées d’incubation, représente un polymorphisme de la longueur entre deux gènes ce qui sélectionne des populations bactériennes spécifiques qui sont capables de tolérer ce stress. Mogilnayaet al. (2005) ont suivi la croissance de certaines bactéries à Gram positif et à Gram négatif vis-à-vis des ions cuivriques, les résultats ont montré qu’une seule bactérie appartenant au genre Acinetobacter a pu proliférer après 21 jours à 22°C. La croissance de toutes les bactéries dans toutes les concentrations du cuivre testées pourrait s’expliquer par une résistance de ces souches vis-à-vis du cuivre. Parmi les bactéries étudiées, c’est Staphylococcus aureus qui a pu croitre avec une densité très importante (DO = 0,962) à 1600 µg/ml après 48H d’incubation, suivi par Salmonella typhimurium (DO = 0,939). SelonBorkow et Gabbay. (2004)les bactéries ont développé des systèmes complexes pour maintenir des taux précis d’ions cuivre au niveau intracellulaire. En plus de pompes ioniques à flux entrant/sortant spécifiques, d’autres mécanismes de tolérance existent comme : - Une barrière perméable ; - La séquestration intra-extracellulaire ; - La détoxification enzymatique ; - La réduction de sensibilité aux ions cuivre de ses cibles (O'Gorman et Humphreys, 2012).  En revanche, nous pouvons constater que la souche Escherichia coli semble être la plus sensible vu la diminution de la densité de sa culture avec l’augmentation de la concentration 



Résultats et Discussion   33  du cuivre et la durée d’incubation. Assantaet al. (2002) indiquent que le cuivre peut contribuer au processus d’altération cellulaire et réduit significativement les dénombrements de coliformes.  II.2. Effet du cadmium  Les résultats obtenus sur le milieu LB en présence du cadmium (Fig. 17- 26) révèlent que toutes les souches se développent dans les concentrations allant de 50 à 1600 µg/ml.  Les souches E.coli K12, Shigellaspp, et Edwardsiella tarda (Fig. 17, 21 et 23) présentent une croissance inversement proportionnel à l’augmentation de la concentration du métal.  La concentration 1600 µg/ml de cadmium semble être la concentration qui a un effet important sur la croissance des souches citées ci-dessus. La densité la plus faible (0,133) est enregistrée avec la souche E.coli K12 après une durée d’incubation de 48H. En revanche, des densités optiques oscillent entre 0,833 et 0,936 sont notées après 3H d’incubation vis-à-vis de la concentration la plus faible de cadmium (50 µg/ml).   Figure 17: Effet du cadmium sur la croissance d’Escherichia coli K12.  00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   34  Figure 18: Effet du cadmium sur la croissance d’Escherichia coli (E1).  Figure 19: Effet du cadmium sur la croissance de Klebsiella oxytoca(E2).  Figure 20: Effet du cadmium sur la croissance de Proteus vulgaris (E3). Les souches Klebsiella oxytoca (Fig. 19), Salmonella typhimurium (Fig. 22) et Pseudomonas aeruginosa (Fig. 25) représentent une bonne croissance à des concentrations élevées du cadmium (800 et 1600 µg/ml). Par contre, les souches E.coli (Fig. 18), Proteus vulgaris (Fig. 20), Citrobacter freundii et Staphylococcus aureus (Fig. 24,26) révèlent la présence d’une variabilité de croissance entre les concentrations du cadmium. Des pics de croissance sont observés pour E1, E3, E7 et S1 à 800,1600, et 400 µg/mlde cadmium.  Figure 21 : Effet du cadmium sur la croissance de Shigella spp. (E4). 00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   35           Figure 22: Effet du cadmium sur la croissance de Salmonella typhimurium(E5).              Figure 23 : Effet du cadmium sur la croissance d’Edwardsiella tarda (E6).  Figure 24 : Effet du cadmium sur la croissance de Citrobacter freundii(E7).  00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   36            Figure 25 : Effet du cadmium sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa (P1).   Figure 26 : Effet du cadmium sur la croissance de Staphylococcus aureus (S1).  Les résultats obtenus montrent que le cadmium a un effet variable sur la croissance des différentes bactéries testées. La diminution de croissance de certaines bactéries avec l’augmentation des concentrations du cadmium pourrait s’expliquer par la sensibilité de ces souches à ce métal toxique.  La toxicité du cadmium a été mesurée essentiellement sur la croissance bactérienne, la respiration et certaines activités enzymatiques. D’une manière générale, l’effet toxique du cadmium s’exprime au niveau de la croissance bactérienne le plus souvent en terme d’augmentation du temps de latence et parfois d'inhibition du taux de croissance. Les travaux deCrovbset al. (1974) ont montré également que le cadmium provoque des lésions au niveau de l’ADN (Liao et al., 2002).   00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml00,20,40,60,81 3h 24h 27h 48hDO à 600 nm Temps 50 µg/ml100 µg/ml200 µg/ml400 µg/ml800 µg/ml1600 µg/ml



Résultats et Discussion   37  Nos résultats révèlent la présence des bactéries qui se développent mieux à des concentrations élevées du cadmium. L’homéostasie des métaux dans les cellules étant contrôlée par des processus actifs. Il n’est pas surprenant d’observer une forte croissance bactérienne dans des concentrations métalliques élevées. Certaines bactéries à Gram négatif possèdent des systèmes d’efflux important lui permettant de contrôler l’homéostasie des métaux, surtout en présence de fortes concentrations puisqu’elle est capable de les rejeter efficacement vers l’extérieur via une forte consommation d’énergie (plus forte consommation de sucres du milieu extérieur) (Rozycki et Nies, 2008).  Pardo et al. (2003)ont montré que des cellules bactériennes inactivées étaient capables de biosorberjusqu’à 80% de cadmium confirmant ainsi la capacité des cellules bactériennes àbiosorber de grandes quantités de métaux lourds en conditions passives d’exposition. Toutefois, une augmentation de la concentration en métal ajouté dans un milieu donné entraîne une augmentation du métal accumulé par les bactéries présentes dans ce milieu. Un effet protecteur a pu être mis en évidence lorsque le métal est complexé par d’autres composants. De même, la toxicité du cadmium vis-à-vis des bactéries est diminuée en présence de cystéine, de glutamate et d’aspartate.  Les résultats obtenus montrent également que certaines bactéries présentent des pics de croissance à certaines concentrations du cadmium varient aussi avec la durée d’incubation. Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer cette variabilité : la taille du microorganisme, sa composition chimique, son activité physiologique à les quelles s’ajoute les conditions de culture. Par ailleurs,Guinéet al.(2006)ont suggéré que la croissance des bactéries exposées aux métaux lourds peut être variable à cause de l’adsorption aux groupements fonctionnels qui est limitée par la surface des cellules. Johnson et al.(2007) ont montré que par rapport à des cellules inactives, l’activité métabolique des cellules crée un potentiel électrique à travers la membrane plasmique, appelé « force motrice protonique» (PMF) pour se protéger des métaux. La PMF est une composante essentielle du métabolisme bactérien permet de pomper les protons à l’extérieur de la cellule via des pompes ATPases ou pompes à protons et les agents chimiques se concentrent dans la cellule (Kemperet al., 1993).  
  



Résultats et Discussion   38  III. Effet des herbicides sur la croissance des bactéries  L’évolution de croissance de différentes bactéries vis-à-vis des deux herbicides testés est illustrée sur les figures 27- 36.  Nous notons qu’après une durée de 3 heures d’incubation, toutes les charges de biomasses bactériennes diminuent ; cette diminution est généralement suivie par une augmentation de croissance après 24 H d’incubation.  Globalement, le temps d’incubation a un effet positif sur les charges bactériennes. Nous remarquons que les durées d’incubation les plus longues (27 H et/ou 48 H) se caractérisent par des charges importantes d’E.coli K12, Proteus vulgaris (Fig. 30), Shigellaspp. (Fig. 31), Edwardsiella tarda (Fig. 33), Citrobacter freundii(Fig. 34), Pseudomonas aeruginosa (Fig. 35) et Staphylococcus aureus (Fig. 36).  Par opposition, l’évolution de la croissance des souches E.coli(Fig. 28), Klebsiella oxytoca (Fig. 29) et Salmonella typhimurium (Fig. 32), fait apparaître, en fin de suivi, des différences importantes entre le temps 0 et 48 H ; Les densités les plus faibles sont 0,282, 0,386 et 0,404, respectivement.  Les résultats obtenus montrent que l’augmentation des concentrations des deux herbicides testés n’a pas un effet visible sur la croissance des bactéries. Certaines concentrations élevées ont un effet évolutif sur la croissance bactérienne, par contre d’autres concentrations faibles ont un effet décroissant et vice versa. Généralement, les densités optiques les plus faibles sont enregistrées vis-à-vis de 1000 µg/ml de Brumby 80EC. En revanche, la majorité des densités de croissances sont importantes vis-à-vis du Desormone lourd D.  Les souches E.coli K12 (Fig. 27) et Shigellaspp. (Fig. 31) présentent des croissances importantes à une concentration de 1000 µg/ml de Desormone lourd D. Par contre, cette dernière concentration a pu diminuer la croissance de Pseudomonas aeruginosa (Fig. 35), Salmonella typhimurium (Fig. 32) et de Proteus vulgaris (Fig. 30) à une densité optique de 0,332 après 24 H, 0,308 après 24 H et 0,229 après 27 H, respectivement. 



Résultats et Discussion   39  Toutefois, la présence de Brumby 80EC engendre des densités de croissance maximales de 1 pour E.coli K12 (Fig. 27), de 0,98 pour Shigellaspp. (Fig. 31) et de 0,963 pour Salmonella typhimuriun vis-à-vis de 150 µg/ml (Fig. 32).   Figure 27 : Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance d’Escherichia coli K12.        Figure 28: Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance d’Escherichia coli (E1).       Figure 29: Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B)  sur la croissance de Klebsiella oxytoca(E2). 



Résultats et Discussion   40          Figure 30: Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B)   sur la croissance de Proteus vulgaris (E3).   Figure 31 : Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance de Shigella spp.(E4).        Figure 32 : Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance de Salmonella typhimurium(E5). 



Résultats et Discussion   41         Figure 33 : Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance d’Edwardsiella tarda (E6).        Figure 34: Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance de Citrobacter freundii(E7).    Figure 35: Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa (P1). 



Résultats et Discussion   42         Figure 36: Effet du Desormone lourd D (A) et du Brumby 80EC (B) sur la croissance de Staphylococcus aureus (S1).  Les bactéries d’origine aquatiques sont particulièrement exposées à la toxicité des herbicides (Gao et al., 2004). Dans une moindre mesure, il est également envisageable que certains polluants puissent affecter directement quelques espèces bactériennes et modifier ainsi la diversité au sein de la population comme cela est parfois observé dans des écosystèmes terrestres (Johnsenet al., 2001). Ces effets directs et/ou indirects peuvent avoir des répercussions importantes sur le fonctionnement de l’écosystème. les bactéries hétérotrophes jouant un rôle primordial au niveau des flux nutritifs, en assurant la majorité du recyclage de la matière organique (Brock et al., 2000).  La présente étude montre que les deux herbicides commerciaux Desormone lourd D et Brumby 80 EC n’ont pas vraiment un effet important sur la croissance des bactéries isolées des eaux de surface de la région de Guelma. Toutes les souches bactériennes ont pu croître à toutes les concentrations testées même aux plus élevées.   D’après Bérard et al.(2002)les herbicides peuvent entraîner, dans certains cas, le développement de capacités de tolérance au polluant au sein des communautés sensibles. Ce phénomène de PICT (Pollution-Induced Community Tolerance), régulièrement observé en conditions expérimentales et en milieu naturel, particulièrement sur les communautés microbiennes, souligne la capacité d’adaptation potentielle de certaines populations microbiennes face à ces molécules.  



Résultats et Discussion   43  Les premières heures d’exposition des bactéries aux herbicides se caractérisent par une diminution de la charge bactérienne, ceci pourrait s’expliquer par le fait queles herbicidesont un premier effet direct se traduisent généralement par une fragilisation de la population touchée ou par une baisse d’abondance(Lambert et al., 2006). De plus, les herbicides peuvent entraîner des modifications des conditions physico-chimiques du milieu, telles qu’une baisse du pH ou de la teneur en oxygène (Hartgerset al., 1998). En effet, nous pouvons constater queles premières heures correspondent probablement à une phase d’adaptation des communautés aux conditions expérimentales. Brock et al. (2000) montre également que les communautés microbiennes constituent des cibles potentielles importantes pour les herbicides. Ces polluants peuvent en effet affecter directement les microorganismes et/ou indirectement les microorganismes hétérotrophes.  Nous avons remarqué, qu’il n’existe pas un effet clair de l’augmentation des concentrations des herbicides sur la croissance des bactéries. L’augmentation proportionnelle de la charge bactérienne avec les concentrations des herbicides pourrait s’expliquer par le fait que les bactéries peuvent interagir directement avec les polluants en les utilisant comme substrat métabolique (Downing et al., 2004). DeLorenzoet al. (1999)etDowning et al. (2004) ont ainsi observé une augmentation de la production bactérienne hétérotrophe dans des communautés aquatiques exposées à 50 à 250 µg/1 d’herbicide. Cette stimulation fut attribuée au déclin de d’autres organismes autotrophes directement affectés par le même herbicide.  En effet, plusieurs auteurs ont montré que l’état physiologique des organismes peuvent influencer fortement la réponse des communautés face à une pollution par des herbicides en conditionnant leur niveau de sensibilité et leurs capacités de récupération post-contamination (Wendt-Raschet al., 2004).Aussi, la réponse des microorganismes face à l’exposition à un polluant dépend de nombreuxfacteurs abiotiques tels que les ressources nutritives (DeLorenzoet al., 2001), la température (Bérard et al., 1999)ou la luminosité (Guash and Sabater, 1998).  
� La figure 37 illustre la croissance de certaines bactéries dans les différentes concentrations des agents chimiques testés.   



Résultats et Discussion   44           
� Cadmium                                                                         IV. Dosage de la métallothionéine  La métallothionéine (MT) a été dosée chez les bactéries exposées aux métaux lourds après 24 H d’incubation. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure (28). Nous remarquons que toutes les souches bactériennes expriment des concentrations de MT après exposition au cuivre ainsi qu’au cadmium. De nombreux travaux montrent l’induction de MTs après une contamination par les métaux lourds (cadmium, cuivre, zinc…)  (Chowdhuryet al., 2005 ; Silvestre et al., 2005). L’expression des gènes de MTs induite par la contamination métallique suggère un effet de protection de ces protéines vis-à-vis des métaux lourds. Les thionéines (formes T) représentant environ 50% de la concentration en MT totales dans de nombreux tissus,de ce fait, quand des tissus sont contaminés par des Figure 37 : Croissance de certaines bactéries dans les différentes concentrations des agents chimiques testés. S1 E2 E1 E2 E3 S1 E2 E1 E5 E3 E4 E3 E1 E4 E6 E7 P1 E1 S1 E2 E3 E4 E5 P1 

� Brumby EC � Désormone lourd D 100 200 400 800 1600 50 1600 800 400 200 50 300 800 1000 150 150 5 5 50 150 300 800 1000 5 � Cuivre  



Résultats et Discussion   45  métaux, les T représentent un pouvoir tampon, évitant ainsi l’augmentation de la concentration en métaux libres dans les cellules (Yang et al., 2001).  La quantité de MT déterminée après une contamination par le cadmium est dans tous les cas supérieure à la détermination faite après contamination par le cuivre. Ceci pourrait s’expliquée par le faite que le cadmium est plus toxique par rapport au cuivre, donc il a le plus fort pouvoir d’induction de formation des MTs(Butler et Roesijadi, 2001). En effet, une augmentation de la concentration en MTs dans des bactéries contaminées au cadmium a déjà été décrite et expliquer par une stabilisation des MTs par liaison du cadmium (des complexes MT-Cd qui seraient non toxiques) (Killeet al., 1990).   



Résultats et Discussion   46   Figure 38:Variation de la concentration en métallothionéine chez les bactéries exposées aux métaux lourds. K12 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 P1 S1 Cu  Cd  Cu  Cd  Cu  Cd  Cu  Cd  Cu  Cd  



Résultats et Discussion   47  En analysant les graphes des souches E.coli K12 et Edwardsiella tarda (E6), nous notons un gradient croissant des taux en MT. Ces résultats laissent supposer l’existence d’une corrélation positive entre le taux des MT sécrétées et la concentration des métaux lourds à lesquels les bactéries sont exposées. Dans ce sens plusieurs études ont montré une corrélation positive entre l’accumulation de la MT et la concentration des ETM (Géret et Cosson, 2000 ; Geffardet al., 2002 ; Santovitoet al., 2015). En revanche, l’examen des graphes des autres souches bactériennes montre l’existence d’une hétérogénéité dans les concentrations en MT. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que l’induction de la synthèse des MT peut être induite par d'autres facteurs tels que les facteurs physico-chimiques (température, salinité, pH, oxygène dissous, etc.) et l'état physiologique de l'organisme (Boulajfeneet al., 2017). Odawara et al. (1995) ont montré que chez E. coli, la MT fixe bien le cadmium mais pas le zinc ni le cuivre.   La sur-expression de la MT est observée chez Klebsiella oxytoca (E2) suivi par Edwardsiella tarda (E6), Pseudomonas aeruginosa (P1) et Proteus vulgaris (E3) après une exposition à 1600 µg/ml du cadmium. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le niveau d’induction de la MT est influencé d’une part par la dose et la cytotoxicité du métal  et de la sensibilité du micro-organisme d’autre part (Butler et Roesijadi, 2001).   



      Conclusion et Perspectives  



Conclusion et perspectives  48  Conclusion  Les résultats de l’étude de l’effet du cuivre, cadmium et des herbicides commerciaux (Desormone lourd D et Brumby 80 EC) sur la croissance de certaines souches bactériennes provenant des eaux de surface de la région de Guelma, permettent de tirer les conclusions suivantes : - Toutes les souches bactériennes se développent dans les concentrations allant de 50 à 1600 µg/ml de métal ;  - La croissance des bactéries diffère en fonction de la concentration du métal et de la durée d’incubation ;  - Le cuivreralenti la cinétique de la multiplication bactérienne après une courte durée d’incubation (3 heures) ; - Certaines bactéries se développent mieux à des concentrations élevées du cadmium ; - La majorité des bactéries présentes des densités importantes vis-à-vis des métaux testés après des durées d’incubation longues et des concentrations élevées ; - L’impact des herbicides sur les bactéries se répercute de manière moins systématique et/ou moins prononcée ; - Il semble que les forts apports en herbicides génèrent dans la plupart des cas une augmentation des biomasses bactériennes ; - Tous les agents chimiques testés ne présentent pas une toxicité suffisante sur les espèces bactériennes étudiées pour entraîner leur disparition ; - Toutes les souches bactériennes expriment des concentrations de métallothéionine après exposition aux deux métaux testés ; - L’expression de métallothéionine est plus élevée après une contamination par le cadmium que par le cuivre.    Perspectives : Il serait important de : - Utiliser des méthodes génétiques pour déterminer des gènes de régulation de l’homéostasie et les gènes de résistances contre des agents chimiques testés ; - Réaliser des tests de bioremédiation afin de déterminer les souches qui peuvent être impliquées dans la dégradation de ces polluants ; - Evaluer in situ le risque écotoxicologique des polluants testés sur les communautés bactériennes.
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      Annexes     



   Annexe 1 
• Composition des milieux de culture (Guiraud, 2003 ; Rodier et al., 2005) Hektoen(g/ litre d’eau distillée)   Protéase peptone   12g Extrait de levure 3.0g Chlorure de sodium   5 .0g Thiosulfate de sodium  5.0g Selsbiliaires 9.0g Citrate de ferrique ammoniacale salicine 1.5g Salicine 2.0g Saccharose   12g Lactose  2.0g Fuchsine acide 0.04g Bleu de brothynol 0.06g Agar agar 1.4g pH=7.5 Gélose SS, Salmonella-Shigella (g/ litre d’eau distillée)  Peptone  5.0g Extrait de viande 5.0g Lactose 10g Citrate de sodium 10g Citrate de fer (III) 1.0g Désoxycholate 8.5g Vert brillant  3.3 mg Rouge neuter 25 mg Na2S2O3  8.5g 



   Agar-agar  15g pH = 7.2 / autoclavage à 120°C pendant 15 minutes. Gélose au cétrimide (g/ litre d’eau distillée) Peptone 20g Chlorure de sodium 3.0g Sulfate de potassium 10g Monohydrogénophsphate de potassium  0.3g Cétrimide (bromure de tétradonium) 0.2g Acidenalidixique 0.015g Agar  12 g pH = 7.1 / autoclavage 20 min à 121°C. 4.  Chapman (g/ litre d’eau distillée) Peptone trypsique de caséine 10 g Extrait de viande 1.0g Chlorure de sodium  75g Mannitol 10g Rouge de phenol 0.025 g Agar agar 15g pH = 7.6 / autoclavage 20 min à 121°C. Milieu Luira Bertani tamponné (g/ litre d’eau distillée)  Peptone  10g Glucose  5g NaCl 5g Tampon citrate  PH=5.6     



   Annexe 2               Réactifs et Tampons de dosage de la Métallothionéine (Viarengoet al., 1997). 1. Tampon d’homogénéisation  Composants  -Saccharose............................................................................0,5M    - β -mercaptoéthanol..............................................................0,01 %   -Tampon Tris-HCl (pH = 8,6) ...............................................20 mM : ◦Dissoudre 1,21 g du Tris dans 500 ml   d'eau distillée ◦Mélanger puis ajuster le pH à 8,6 avec quelques gouttes d'HCl.              -Solution stable pendant plusieurs semaines à 4 °C. Préparation -Pour la préparation de 150 ml de tampon d'homogénéisation, dissoudre dans   150 ml du tampon Tris : 25,67 g de saccharose, 15 µl de β-mercaptoéthanol -Solution à préparer en quantité juste nécessaire à la série d’analyse.  2. Solution de lavage  Composants :              -Éthanol..................................................................................87 %              -Chloroforme.              -Tampon d’homogénéisation. Préparation :  - Pour la préparation de 100 ml de tampon de lavage, ajouter à 87 ml d'éthanol,  1 ml de chloroforme et 12 ml tampon d’homogénéisation. 



   - Conserver le flacon à -20 °C. -Solution stable pendant plusieurs mois. 3. Solution de chlorure de sodium à 0,25 M  Composants :              -Chlorure de sodium (NaCl). Préparation : -Dissoudre 1,46 g de NaCl dans 80 ml d'eau distillée. -Mélanger, puis compléter à 100 ml avec de l’eau distillée.  -Solution stable durant plusieurs mois à 4 °C. 4. Solution d’acide chlorhydrique (1 N) contenant 4 mM d’EDTA : Composant :                -Acide chlorhydrique (HCl).....................................................37 %                -Acide éthylène diamine tétra acétique (EDTA)....................4 mM Préparation : -Pour la préparation d'une solution d'HCl  (1N), diluer 7,66 ml d'HCl dans 250 ml d’eau distillée. -Dissoudre0,292 g d'EDTA dans la solution HCl (1N), puis agiter au vortex pendant quelques secondes jusqu'à la dissolution complète de l'EDTA.               -Solution à préparer en quantité juste nécessaire à la série d’analyse.    



   5. Réactif d'Ellman à 0,43 mM Composants : -Dissoudre 27,21 g de KH2PO4 dans 1000 ml d’eau distillée (Solution A).  -Dissoudre 34,82 g de K2HPO4dans 1000 ml d’eau distillée (Solution B). -Ajuster le pH de la solution (B) à l’aide de la solution (A).                 -Solution stable pendant plusieurs semaines à 4 °C.  Préparation -Pour la préparation de 100 ml du réactif d'Ellman, dissoudre dans 80 ml du tampon phosphate à 0,2 M (pH = 8) ; 11,65 g de NaCl et 17,04 mg de DTNB -Mélanger, puis compléter à 100 ml avec du tampon phosphate. -Agiter au vortex pendant quelques secondes jusqu'à la dissolution complète du   DTNB. -Solution instable à préparer en quantité juste nécessaire à la série d’analyse. 6-Tampon citrate  Composants               -Hydrogynophosphate de sodium ……………………………7.10g              -Acide citrique …………………………………………….….11.5g              -Eau distillé……………………………………………………1 l Préparation               -Pour la préparation de tampon citrate, dissoudre 7,1g d’Hydrogyno phosphate de   sodium et acide citrique dans 1 ml d’eau distillée.      



   Annexe 3  Caractéristiques des herbicides utilisés dans la présente étude 
• Brumby 80 EC Tableau 3 : Caractéristiques de Brumby 80 EC.   BRUMBY 80 EC  Composition   Contient 80 g/l de Clodinafop-Propargyl et 20 g/l de Cloquintocet-Mexyl. Formulation  Concentré émulsionnable. Famille Chimique Aryloxyphénoxy-Propionates. Mode d’action   S’utilise en poste-levée des adventices, du stade 2-3 feuilles Jusqu’au stade mi-tallage de la céréale. Compatibilité Brumby 80 EC peut être mélangé avec de nombreux herbicides anti-dicotylédones ou anti herbes résiduelles.        
• Desormone Lourd D 



   Tableau 4 : Caractéristiques de Desormone Lourd D.   Desormone Lourd D  Composition  Contenant 600 g/l de 2,4 D-ester du butylglycol (ester lourd) sous forme de concentré émulsionnable. Formulation  Concentré émulsionnable.  Famille Chimique Aryloxyacides. Mode d’action  Contact. Usages homologués  Céréales : Adventices dicotylédones.    


