A &) Zodal jaaall 25 )3l 3l 4y ) geand )
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

bl Sl Jall ol 35155
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

S o\
. <OV
Rigg ypx10

Université des Fréres Mentouri Constantine Al 5 ) i 5 AY) dadlas
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie sbiall g dapkall o sle 4K
Département : Microbiologie L sl g sSall ¢ auid

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Dipléme de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Ecologie et environnement

Spécialité : Ecologie microbienne.

Intitulé :

Activites hydrolytiques et antagonistes des moisissures isolées
depuis le lac d’eau douce «Timerganine »

Présenté et soutenue par : Le : 07/07/2019

BENMECHIRAH Nour Djihene & LIDJICI Yasmine

Jury d’évaluation :
Président du jury : Dr. Abdelaziz Wided (M.C.B. UFM Constantinel).
Rapporteur : Dr. BENKAHOUL Malika (M.C.B. UFM Constantinel).

Examinateurs : Dr. LEGHLIMI Hind (M.C.A.UFM Constantinel).

Année universitaire
2018 - 2019



Remerciements

Nous tenons tout d’abord a remercier Dieu tout puissant, qui en son nom et avec Sa protection, nous avons réussi a réaliser notre

travail.

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de zoologie et du laboratoire de microbiologie au bloque de science, Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie, Université Mentouri Constantine.

Nos profonds remerciements et notre gratitude s’adressent 4 notre encadreur
Mme. Benkahoul pour sa précieuse aide, sa genti]/esse, pour ses orientations et le temps qu’elle Nous a accordé pour notre

encadrement.

Nous tenons aussi a présenter nos vifs remerciements et notre respect au jury Pour ’honneur qu’ﬂ nous a fait en acceptant de juger
ce mémoire :
Melle. Abdelaziz, En tant que présidente du jury

Mme. Leghlimi, En tant qu’examinatrice

Nous remercions également

Mme Almi, Melle Merian et Mme Mergoud pour son aide précieuse et ses conseils judicieux.

Nous remercions également I'ensemble du personnel du laboratoire de Microbiologie.



Dédicaces

Je dédie ce travail en premier lieu aux étres, les plus chers au monde : mes parents.
Mon pere Ammar et ma meére Leila
Quoi que je fasse je ne pourrais leur rendre ce qu’ils ont fait pour moi, si je suis arrivée la

C’est bien gréce 4 eux que dieu les bénisse, et leur accorde longue vie et les protege.

A mes chers fréres : Mouad et Abed el-rahman
A mes chéres sceurs : Anfel et tawba

A Mon binéme : Yasmine

A toute ma famille et touts mes amis

Nour djihene



Dédicaces

A Mes chers parents, que nulle dédicace ne puisse exprimer mes sincéres
sentiments, pour leur patience illimitée, leur encouragement contenu,
leur aide, en témoignage de mon profond amour et respect pour leurs

grands sacrifices

A mes chers fréres : Said et Wassim Tarek
A mes cheéres tantes : Nacira, Nafissa et Houria

Toute la famille : Lidjici et Kourta

A mon binéme : Nour Djihene

A toutes mes amies et a tous ceux que j aime.

Yasmine



Table des matieres

Remerciement

Liste des abréviations

Liste des tableaux

Liste des figures

Introduction 1
Revue bibliographique
Chapitre I : Description de site d’étude
1. Zone humides 3
1.1. Definition 3
1.2. Les lacs d’eau douce 3
2. Description de Garaet Timerganine 3
3. Situation géographique 5
Chapitre I : Les moisissures
1. Généralités sur les moisissures 6
1.1. Définition 6
1.2. Classification 7
1.3. Mode de reproduction 8
1.4. Condition de croissance 9
1.4.1. Macroéléments 9
1.4.2. Source minérale 9
1.4.3. Facteurs physicochimiques 10
1.5. Condition d’isolement 11
2. Intérét industriel des moisissures 12
2.1. Intérét alimentaire 12
2.2. Intérét chimique 12
2.3. Intérét pharmaceutique 12
2.4. Intérét médicale 13
Chapitre Il : Les enzymes
1. Les enzymes 15
1.1. Définition 15
1.2. Classification des enzymes 15
1.3. Origine des enzymes industrielles 16
2. Les hydrolases 16
2.1. Les amylases 16
2.2. Les cellulases 17
2.3. Les pectinases 17
2.4. Les protéases 18
Matériel et Méthodes
1. Matériel biologique 19
1.1. Prélévement 19
1.2. Isolement des microorganismes 20
2. Identification de I’isolat fongique sélectionné 21
2.1. Identification des moisissures sélectionnées 21
2.1.1. Identification macroscopique 21
2.1.2. ldentification microscopique 21
3. Mise en évidence des activités enzymatiques 21




3.1. Mise en évidence de I’activité amylolytique 21
3.2. Mise en évidence de I’activité cellulolytique 22
3.3. Mise en évidence de ’activité pectinolytique 22
3.4. Mise en évidence de ’activité protéolytique 22
4. Test d’antagonisme 23
5. Identification de la bactérie contaminante 24
5.1. Identification macroscopique 24
5.2. ldentification microscopique 24
5.3. Tests biochimiques 25
Reésultats et Discussion
1. Isolement des microorganismes 28
2. Identification des moisissures sélectionnées 29
2.1. Identification macroscopique 29
2.2. ldentification microscopique 32
3. Analyse statistique 40
4. Mise en évidence des activités enzymatiques des moisissures 41
4.1. Activités amylolytique 45
4.2. Activités cellulolytique 45
4.3. Activités pectinolytique 45
4.4. Activités protéolytique 46
5. Teste d’antagonisme 47
6. ldentification de la bactérie contaminante 57
6.1. Identification macroscopique 57
6.2. Coloration de Gram 58
6.3. Caractéres biochimiques 58
6.3.1. Recherche d’oxydase 58
6.3.2. Recherche de catalase 58
6.3.3. Galerie Api 20 NE 59
Conclusion 61
Référence bibliographique 63

Annexes

Résumé




Liste
Des abréviations

Des tableaux
Des figures



Liste des abréviations

Aw : Activité de I’eau

EC: Enzyme Commission

ATB : antibiotique

PDA : Potatos Dextrose Agar

CMC : Carboxyméthlycellulose

®: Diametre

DT : Croissance diamétrale du témoin ;
DPA : Croissance diamétrale mycélienne du pathogéne en présence de I'antagoniste,
IC% : Inhibition de la croissance.

GN : Gélose Nutritive

OX: Oxydase

Api: Analytical profile index

NE : Non entérobactéries

PNPG : 4-Nitrophenyl-p-D- glucopyranoside
GLU : D-glucose

Pac : Politique agricole commune

S : Souche

ADH : L-arginine

URE : Urée

ESC : Esculine citrate de fer

GEL.: Gélatine (origine bovine)

TRP: L-tryptophane

NIT1 : Nitrate réductase 1

NIT2 : Nitrate réductase 2



Liste des tableaux

Numéro Titre Page
Tableau 1 | Exemples d’enzymes produites par les moisissures. 13
Tableau 2 | Classification des enzymes. 15
Tableau 3 | Les sites de préléevement des échantillons (sol et eau). 20
Tableau 4 | La distribution des moisissures isolées depuis les échantillons. 28
Tableau 5 Observation macroscopique des colonies des moisissures sur PDA 29
a 30 °C.
Tableau 6 | Observation microscopique des moisissures isolées. 33
Tableau 7 .Zones d’hydrolyses de souches des moisissures testées apres cing i
jours d’incubation.
Diamétre (mm) de zones d’hydrolyse des souches fongiques
Tableau 8 testées apres cing jours incubation a 30 °C. 44
Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des souches
Tableau 9 | isolées par : Cladosporium cladosporioides cas de confrontation | 47
directe.
TableaulO | Test d’antagonisme des isolats fongique entre eux. 49
Tableaull | La résistance d’Aspergillus sp a la contamination bactérienne. 57




Liste des figures

Numéro Titre Page
) Situation géographique du Lac de Timerganine dans les zones
Figure 1 4
humides des hautes plaines de 1'Est 1’ Algérien.
Figure 2 | Localisation de Garaet Timerganine - Oum EI Bouaghi 5
) Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un
Figure 3 | mycélium (A) : hyphe coenocytique ; (B) : hyphe cloisonné. 6
Figure 4 | Principales classes des moisissures. 8
) Différents modes de sporulation et différents types de spores
Figure 5 . 9
associees.
) Photo d’une vue générale de Garaet Timerganine prise le 09 mars
Figure 6 19
2019.
Figure 7 Présentation schematique de la confrontation directe. 93
) Pourcentage des genres de moisissures identifiées.
Figure 8 40
] Aspect des colonies de la bactérie contaminante dans une boite de
Figure 9 o S7
Pétri.
Figure 10 | Les bacilles Gram négatif de a objectif 100X. 58
Figure 11 | Résultat négatif de I’oxydase chez la bactérie étudiée. 58
Figure 12 | Résultat positif de catalase chez la bactérie étudiée. 58
Figure 13 | Résultat de galerie AP1 20 NE. 59
Figure 14 | Résultat de galerie API1 20 NE de LAB.UPBM.ORG. 59




Introduction



Introduction

Les moisissures, ou les champignons filamenteux, sont des acteurs importants du
monde microbien. Ils sont impliqués dans une multitude de processus biologiques de
I’environnement. Ils présentent, en outre, un intérét industriel, en raison a la fois de leur
croissance rapide et leur arsenal enzymatique trés développé. Ce dernier est dd a un
patrimoine génétique particulier qui explique leur grande capacité d’adaptation (Leveau
et Bouix, 1993).

Par ailleurs, les moisissures synthétisent un grand nombre de substances
complexes : acides organiques, alcaloides, antibiotiques, terpenes et enzymes. Ces
substances sont économiquement tres importantes (Sheikh, 2010 ; Mehravar et
Sardari, 2011 ; Pereira et al., 2013). Grace a leurs propriétés, les moisissures sont
également des agents de bio contrble efficace utilisés dans la lutte biologique qui
présente un réle important dans la restauration de la biodiversité dans les écosystemes
par I’addition des antagonistes naturels (Altieri, 1999 ; Nautiyal et al., 2000).

La demande mondiale du marché des enzymes d’origine microbienne croit d’une
année a l'autre et ce afin d’améliorer certains procédés de fabrications tels que
I’industrie du textile, la papeterie, la dépollution, I’industrie alimentaire (Dvail et al.,
2010).

Pour faire face a la demande croissante des industriels notamment dans le
domaine des biocatalyses et en se basant sur le modele de la synthése organique, de
nombreux efforts ont été fournis dans la recherche pour trouver des enzymes d’intérét
industriel. A cet effet, une attention particuliere pour les enzymes provenant des
moisissures a fait 1’objet de plusieurs études. Environ 40% des enzymes industrielles
sont d’origine fongique (Botton et al ; 1999).

Dans ce contexte, le marché mondial des enzymes est représenté par 80% des
hydrolases, particulierement les amylases et les protéases (Morvan ,2010). Cependant
la cellulase et la pectinase sont considérées parmi les plus importantes enzymes a
I’échelle industrielle, les rendant 1’un des outils-clés des biotechnologies (Little, 2004).

Dans ce cadre des objectifs ont été tracés et une démarche a éte suivie :

» D’abord I’isolement des souches fongiques a partir du lac d’eau douce de
Timerganine.

» Ensuite une purification et une identification des isolats.

» Suivie d’une mise en évidence de la production de quatre enzymes (Amylase,

Cellulase, Pectinase, Protéase) par ces isolats.
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» Enfin des tests d’antagonisme entre les isolats et contre une souche

entomopathogéne (il s’agit de Cladosporium cladosporioides).
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Description de site d étude
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1. Zones humides
1.1. Définition

Le terme « zone humide »ou« wetland » en anglais désigne une région ou le
principal facteur d'influence du biotope et de sa biocénose est I'eau, espace de transition
entre la terre et I'eau. Une zone humide représente un écotone remplissant diverses
fonctions lui conférant des valeurs biologiques, hydrologiques, économiques et
sociologiques remarquables. Les zoneshumides regroupent les écosystemes les plus
productifs et les plus riches de la planéte(Ouldjaoui, 2010).
1.2.Les lacs d’eau douce

Les zones humides méditerranéennes regroupent une grande variétéd’ habitats
naturels : deltas des fleuves, lacs et marais (eau douce, saumatre ousalée), rivieres
permanentes ou oueds, foréts inondables des bordures de fleuves.

Les lacs se forment soit a I’intérieur des terres, soit par adoucissement d’une
lagunemarine isolée de la mer et alimentée par des cours d’eau (comme dans le delta
duNil, et du Rhéne). En Afrique du Nord, hormis les lagunes marines et deltaiques,

onne trouve que peu de lacs permanents, les eaux libres disparaissant rapidement dufait

de I’importance de 1’évaporation.(Mokrani, 2011).

2.Description de GaraetTimerganine

Le complexe des zones humides des hautes plaines de 1I’Est algérien s’étend
surprés de 300 km de I’Est a I’Ouest et compte quinze plans d’eau (Chotts, Sebkhas et
Garaets) Ces Hauts Plateaux couvrent une grande superficie principalement de la wilaya
de Sétif et d'Oum EI Bouaghi,(Houhamdietal., 2009).

La Garaet de Timerganine (étymologiquement, série de petites mares d’eau
interconnectées) (Houhamdietal.,, 2009) fait partie de ce complexeet représente
I’unique plan d’eau douce de la région(figurel) (Sedik etal., 2010).

La Garaet de Timerganine est une dépression endoréique alimentée par 1’Oued
Boulefreis et par quelques cours d’eau intermittents sur la rive ouest du Garaet.La
dépression est constituée de deux bassins distincts : le Grand Timerganine et le Petit
Timerganine. (Mazzi, 2009).

Les limites des deux zones humides constituant la Garaet de Timerganine ont été
tracées a l’aide d’indices liés a la flore (Critere 2 : présence ou absence d’une

végétationhydrophile), a ’hydrologie (Critére 1) et a I’occupation des terres (Critere 5 :
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limite entre lesespaces naturels et les milieux anthropisés). Au Sud et sur ses pourtours,
la Garaet deTimerganineest délimité par le milieu terrestre steppique et par des cultures
de blé¢, alors qu’au nord, il est délimité par la fin du systéme palustre associé a la plaine
inondable de 1I’Oued Boulefreis.Selon ces critéres, la zone humide couvre une superficie
de 286,7 ha dont 84,0 ha pour lePetit Timerganine et 202,7 ha pour le Grand
Timerganine. La cuvette de la Garaet deTimerganine posséde un fond argileux et est

entourée de dunes sableuses peu consolidées(Saheb, 2009).

'
Lac Boulhit Q
O. Tincrpannd
Batna 0 Qo.oanu &) C. Zetmar
- @ creian
Khenchela u.uwm
355 46° 07" -22km G. Oulcd Mbuarcke D

Figurel :Situation géographique du Lac deTimerganinedans les zones humides des hautes
plaines de 1'Est I’ Algérien (Seddik et al., 2010).
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3. Situation géographique

GaraetTimerganine est situé a 25 km au Sud d’Oum El Bouaghi. Elle est limitée
au nord par la commune de Ain Zitoun et au Sud par la plaine de
Remila.Administrativement, elle appartient a la wilaya d’Oum EIl Bouaghi, commune de
Ain Zitoun. Située a 35° 39'33” Nord et 06°59'02" Est, ce plan d’eau douce endoréique
est alimenté essentiellement par Oued Boulefreiss qui prend naissance dans le massif
des Aures et qui inonde les différentes cuvettes de Timerganine(figure2). Cette derniére
se caractérise par sa profondeur d’eau relativement importante dans la région. Elle est
accessible a partir de la route nationale reliant Oum EI Bouaghi & Khenchela(Sedik et
al., 2010)

Q & & m .

GaraetTimerganine- Oum EIl Bouaghi

ibraltar

Figure 2 : Localisation de GaraetTimerganine - Oum El Bouaghi
(Source : Google earth).21/03/2019.
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1. Les moisissures

Le terme «moisissure » designe tous les champignons microscopiques
eucaryotes, filamenteux et pluricellulaires du régne des mycétes appelés les « vrais »
champignons ou Eumycetes (Regnault,1990 ; Chasseur et Nolard,2003).Certaines
vivent en symbiose avec les végétaux, d’autres sont des parasites des végétaux ou des
animaux alors que certains sont des saprophytes se développant aux dépens des
substrats inertes ou en voie de décomposition (Bourgeoiset al., 1989 ; Leveau et
Bouix, 1993).

1.1. Définition

Les champignons filamenteux, appelés aussi moisissures sont définies comme des
microorganismes hétérotrophes filamenteux et immobiles. Leur structure cellulaire est
celle d’une cellule eucaryote classique etsont caractérisées par une structure mycélienne
(Nicklinet al., 2000). Leur appareil végétatif (thalle) est constitué par des filaments
ramifiés « leshyphes »(Gongalves et al., 2005). Leur organisation est coenocytique a
I'intérieur de la structure filamenteuse, entourée d'une paroi rigide. Les hyphes de ces
champignons sont dotés de cloisons transversales a intervalles réguliers. Ces derniers
sont percés d'un pore central permettant la libre circulation du cytoplasme et des noyaux
(figure 3) (Justa-Schuchet al., 2010). Néanmoins, on dit qu'ils ont un mycélium «
cloisonné ». Le mycélium peut se différencier des organes forts variés selon les groupes,
spécialisés dans la multiplication et la dissémination, auxquels on accorde la

dénomination globale de spores (Bourgeois, 1989).

Figure 3 :Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium(A) :
hyphe coenocytique ; (B) : hyphe cloisonné (Chabasse et al., 2002).
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1.2. Classification
La classification est basée sur la morphologie (structure du mycélium) et le mode
de reproduction des moisissures (Davet, 1996). Ces derniers ne correspondent pas a un
groupe systématique homogéne, mais se situent en diverses familles de champignons
microscopiques, les Eumyceétes (les vrais champignons) forment un groupe trés vaste
incluant les classes principales des moisissures (Bourgeois, 1989), a savoir les
Zygomyecetes, les Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromycetes (figure4).
e Zygmomycete
Ces moisissures possédent un thalle mycélien non cloisonné et des organes
dereproduction sexuée (Guiraud, 1998). La famille la plus importante dans cette classe
est celle de Mucorales qui comprennent un grand nombre de moisissures saprophytes
mais aussi quelques espéces parasites des champignons, des animaux et des hommes
(mucormycoses) et surtout des contaminants de nombreux produits alimentaires
(Leveau et Bouix, 1993 ; Boiron, 1996). Certaines Mucorales sont parfois utilisées
industriellement en raison de leurs activités enzymatiques (amylase, protéase...) comme
Rhizopuset Mucor (Guiraud, 1998).
e Ascomycetes
Les Ascomycétes sont définis comme des champignons a thalle mycélien
cloisonné, dont le mode de reproduction est sexué avec des spores endogenes
(ascospores). Cette classe regroupe de nombreux parasites des végétaux mais aussi de
nombreusesmoisissures (Guiraud, 1998). Elles sont cependant plus particulierement
nombreuses dans I’ordre des Eurotiales, des Microscales et des Sphaeriales. Dans cette
classe, le genre le plus connu estEndothiaetNeurospora (Bourgeois, 1989).
e Basidiomyceétes
Il s’agit de certaines moisissures parasites. Elles sont caractérisées par un thalle a
mycélium septé et une reproduction sexuée avec la formation de spores exogenes
(basidiospores), c’est le cas de Agaricuset Coprinus(Botton et al.,1999).
e Deutéromycetes
Les deutéromycetes, également appelés champignons imparfaits sont caractérisés
par un mycélium cloisonné et une reproduction végétative réalisée par des spores
asexuées ou par simple fragmentation du mycélium (Boiron, 1996). Ces moisissures
constituent la majeure partie des Hyphales. Elles sont classées en fonction des

caractéristiques des organes conidiens et du mode de groupement des hyphes. Le groupe
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des Deutéromycetes contient un grand nombre de contaminants de végétaux et de
produits alimentaires : Trichoderma, Cephalosporium, Fusarium, Geotrichumet

regroupe aussi les Penicillium et les Aspergillus (Frazier, 1967 ; Punt et al,2002).

Eumycetes
Phycomycetes Septomycétes
e
Zyvgomycétes Oomycétes  Ascomycétes Deutéromycétes Basidiomyceétes
v \ v v v R
Mucorales Entomophthorales  Moniliales  Sphaeropsidales  Melanconiales Cryptococcales

» Mucor
» Zygorrhynchus

2e J AN

= Rhizopus

= Absidia // l{ \
# Thamnidium A4

Moniliaceae Dematiaceae Tuberculariaceae
= Aspergillus = Cladosporium = Fusarium

= Penicillium = Helminthosporium

= Trichothecium = Alternaria

» Geotrichum » Stemphylium

= Monilia = Stachybotrys

# Sporotrichum

# Botrytis

» Cephalosporium
= Scopulariopsis
» Trichoderma

Figure4 : Principales classes des moisissures (Frazier, 1967).

1.3. Mode de reproduction

Les moisissures produisent des organes de reproduction que 1’on appelle de fagon
générale spores et qui peuvent avoir une origine sexuelle ou végétative. Les spores
d’origine sexuelle résultent d’une feécondation (zygospores et oospores) ou d’une
méiose (ascospores ou basidiospores) alors que les spores d’origine végétative résultent
d’une simple mitose que 1’on appelle fréquemment conidies. Elles assurent la
reproduction et la dissémination chez lesespéces de formes imparfaites, mais on les
trouve également chez les autres groupes ou elles coexistent au coté des formes de
reproduction sexuée et leur type varie selon les moisissures(figureb).

- Les thallospores : sont formées aux dépens du thalle par transformation
d’éléments préexistants.

- Les sporangiospores : sont des cellules flagellées ou non ne provenant pas

d’une fraction préexistante du thalle.
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- Les conidiospores : sont des cellules qui ne sont pas issues directement d’une
portion préexistante du thalle. Ces spores toujours terminales naissent d’un filament

appelé conidiophore (metulae, phialide, etc.) (Guiraud, 1998).

j % Sporocyste Phialids

Fragmentation Production endogene
Arthrospores Sporocystiospores

Production exogene
Conidiospores

Figure 5 : Différents modes de sporulation et différents types de spores associées (Barnett et
Hunter 1998).

1.4. Condition de croissance
1.4.1. Macroéléments

Le carbone constitue 1’élément le plus abondant dans la cellule fongique il
représente environ50% de la celluletandis que le teneur en azote varie entre 10et
15%(Riviere,1975 ;Scriban, 1999). Ainsi, le rapport carbone/azote influe
considérablement la croissance et il est pour les mycetes de 1’ordre de 20/1 ; un rapport
proche de20permet une bonne croissance mycélienne (Barker et Worgan ;
1981 ;Bottonet al., 1990). Grace a la glycolyse et au métabolisme aérobie, les mycétes
assimilent les sucres facilement métabolisables comme le glucose, le maltose, le
saccharose et les polyméres tels que 1’amidon (Nicklinet al.,1999).

Par ailleurs, tous les champignons filamenteux peuvent métaboliser les acides
aminés et I'urée. La plupart d’entre eux utilisent ’ammonium aucun ne peut fixer
I’azote atmosphérique. Les source complexes d’azote comme les peptides et les
protéines ne sont utilisables par les hyphesqu’aprés leur destruction en acide aminés
(Nicklinet al., 1990).

1.4.2. Sourceminérale

La présence des ions minéraux dans le milieu de culture est nécessaire pour la

croissance et la reproduction de plusieurs especes fongiques, il s’agit essentiellement de

sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphate avec des
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concentrations plus au moins différentes selon ’espéce (Uchicobaetal., 2001). Des
traces d’¢éléments tels que le fer, cuivre, le manganése, les pigments, les acides
organiques ... (Bioron, 1996).

1.4.3. Facteurs physicochimiques

Les facteurs physicochimiques ont une grande influence sur le développement des
moisissures ainsi que sur la germination, quelques parameétres sont importants tels que :

s Température

La température joue un réle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle
intervient également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989).
La plupart des moisissures sont mésophiles avec des optima de croissance de 25 a
35°C(Botton etal., 1999 ; Julien, 2002). Quelques especes sont thermotolérantes ou
thermophiles et peuvent croitre a haute température (au-dessus de 50°C) avec une
croissance optimale aux environ de 20 a25°C, Aspergillus fumigatusen est un bon
exemple (Botton etal., 1999 ; Nicklinet al., 2000).

D’autresont des psychrophiles ou psychrotolérantes se développant a basses
températures  (entre -5 et 10°C) tels que  Helicostylumpulchrum,
Chrysosporiumpannorumet Cladosporiumherbarum, ces espéces peuvent survivre
méme a-60°C, on les rencontre dans des entrepdts frigorifiques (Davet, 1996 ; Botton
etal., 1999).

% Humidité

Les moisissures ont en général un besoin en eau faible par rapport aux autres
microorganismes(Davet, 1996). Néanmoins, I’humidité a une grande influence sur le
développement des moisissures non seulement sur la croissance mycélienne et la
sporulation mais plus particulierement sur la germination des spores (Bourgeois, 1989).
- moisissures a mycélium non cloisonné sont les plus sensibles a la dessiccation ; leur
développement cesse lorsque le potentiel hydrique descend en dessous de -4 MPa (méga
pascal). Les moisissures & mycélium cloisonné supportent en moyenne jusqu’a —10
MPa. Cependant, les Aspergillus et les Penicillium peuvent en général se développer a
des potentiels hydriques del’ordre de-20 MPa (Davet, 1996).

< PH
La grande majorité des champignons filamenteux se développent dans une zone

de pH de 4.5 a 8.0 (Botton etal., 1999). Cependant, les enzymes extracellulaires
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produites dans des milieux complexes peuvent avoir des optima de pH d’activité tres
différents (plus acides ou plus basiques) (Botton etal., 1999).

Le pH influe sur la croissance de ces microorganismes soit indirectement en
agissant sur la disponibilite des élements nutritifs (a pH acide, le fer reste sous forme
d’ions ferreux assimilable), soit directement par action sur la membrane cellulaire. Par
ailleurs, les champignons modifient souvent le pH du milieu par absorption sélective et
échange d’ions, production de CO; ou de NH3 ou par production d’acides(Boiron,
1996).

% Oxygéne

La quantité d’oxygéne mise a la disposition des moisissures est un facteur
important dedéveloppement. La plupart sont aérobies, les plus exigeantesvivent dans les
régionspériphériques des substrats, les moins exigeants peuvent se développer en
profondeur commeFusarium oxysporumet Aspergillus fumigatus. Certaines peuvent
méme supporter uneanaérobiose tres stricte comme Neocallimastix(Bourgeois, 1989 ;
Botton etal., 1999).

s Lumiére

Les radiations du spectre visible (380 — 720) n’ont en général pas d’action sur la
croissance végétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation. La plupart
desmoisissures n’exigent pas de lumiére ni pour leur croissance ni pour leur
germination de leursspores (Botton et al., 1999).

% Activité en eau (Aw)

L'aw d'un aliment dépend de sa composition chimique, c'est-a-dire de la quantité
d'eau retenue par les sels, sucres et protéines, ainsi que de ses caractéristiques physiques
(porosité, polarité). Ce paramétre peut varier de 0 (pour les substrats dans lesquels toute
l'eau est retenue) a 1 (pour I’eau pure).

Les moisissures sont, de facon schématique, plus aérotolérantes que les autres
microorganismes (bactéries, levures). La plupart des moisissures se développent bien
pour des activités en eau voisines de 0,85. Par conséquent, beaucoup de produits dont
I’activité hydrique ne permet pas la croissance bactérienne peuvent étre colonisés par
les moisissures.

1.5. Conditions d’isolement

La plupart des milieux naturels air, sol, eau et matiéres premieres alimentaires

peuvent servir de matériel de départ pourl’isolement des moisissures (Clark et al., 1985

; Karam, 2000 ; Julien, 2002), ces échantillons naturels contiennent aussi plusieurs
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espéces bactériennes et des levures. L’élimination de ces microorganismes pour
I’isolementsélectif des champignons filamenteux est réalisée en rajoutantun antibiotique

aux milieux de cultures(Ulacioetal., 1997).

2. Intérét industriel des moisissures

Actuellement, les moisissures jouent un réle primordial dans divers domaines
d’applications. Elles sont utilisées dans les industries alimentaires, chimiques, la
biolixiviationet la  biotransformation...etc. ~Cependant I’industriec n’exploite
commercialement qu’un petit nombre de métabolites de quelques espéces seulement
(Boiron, 1996). Leur intérét économique repose sur leur activité biologique dans la
production d’une grande diversité de molécules produites au cours des métabolismes
primaires et secondaires, exploitées en particulier par I’industrie pharmaceutique et en
médecine (Larpend-Gourgaud et Sanglier, 1992).

2.1. Intérét alimentaire

Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologie et
refletent de plus en plus I’'importance et le role infini des moisissures dans les
différentes applications alimentaires. Aspergillus nigerest un bon exemple, il produit la
cellulase, I’amylase, I’invertase et la pectinase, employées principalement comme des
catalyseurs biologiques en glucoserie, brasserie et pour la fabrication des boissons.
Cette moisissure secréte aussi des protéases, des lipases et des estérases utilisées dans
différentes applications alimentaires(Kosikowski, 1988 ; Scriban, 1999).

2.2. Intérét chimique

Il s’agit essentiellement de I’utilisation des protéases alcalines d’Aspergillus
oryzaeet de Stachybotryschartarumdans les détergents (Miller, 2002).

La production de cellulase par Aspergillus nigeret
Trichodermaharzianumprésente une diversité d’applications industrielles, ou 48% de sa
production par ces deux espéces fongiques et le genre Penicillium est utilisée pour
I’industrialisation des papiers et les textiles (Delgado-Jaranaet al., 2002).

2.3. Intérét pharmaceutique

La production industrielle en vitamines se limite a une partie de la synthése de la

riboflavine produite spécialement par Eemotheciumashbyiicultivé en milieu agité et

supplémenté en lipides. La vitamine A pourrait faire 1’objet d’une production
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microbiologique par les champignons notamment les espéces de ’ordre des mucorales
(Botton et al., 1999).
2.4. Interét médical

Les premiers produits d’origine fongique en médecine sont les alcaloides de
I’ergot de seigle (ergotamine), utilisés en gynécologie et pour diverses autres indications
(Boiron, 1996 ;Botton et al., 1999).

La découverte de la cyclosporine, puissant agent immunodepresseur, puis la mise
en ¢vidence de corrélation entre I’activité de certaines enzymes et diverses pathologies
ont permis de donner un grand essor aux sciences médicales et pharmaceutiques
(Botton et al.,1999 ; Richard, 2005).
¢ Production des enzymes par les moisissures

Le tableau 1regroupe quelques enzymes industrielles produites par quelques

moisissures.
Tableau 1 :Exemples d’enzymes produites par les moisissures.
Enzymes Espéces Références
Aspergillus oryzae (Garcia-Gomez et al., 2009 ;
Protéase Benkahoulet al., 2017).
Aspergillus terreus (Wu etal., 2006).
Aspergillus clavatus ESI (Hajji et al., 2007).
Mucor circinelloides (Sathyaetal., 2009).
Conidioboluscoronatus (Laxmanetal., 2005).
Penicillium sp. (Germano etal., 2003).
Bauveriafelina (Agrawal et al., 2005).
Aspergillus oryzae (Agger et al., 1998 ;
Amylase Bennamouneet al., 2002).
(a-amylase) | Aspergillus niger (Botton et al., 1990 ;

Dakhmoucheet al, 2002 ;Akbache
et Bariout, 2007).

Aspergillus flavus (Aidoo et al.,1981 ; Khoo, 1994).
Aspergillus sojae
Rhizopusoryzae (Lucio et al., 1996 ; Cuveillier,

1999 ; Akbache et Bariout, 2007).
Penicillium griseoroseum | (Ray, 2001).

Penicillium fellutanum (Kathiresan et Mannivanan, 2006
Penicillium chrysogenum ;Ertan et Balkan, 2007).
Alternariaalternata (Lateefet al., 2004).

Neocallimastixfrontalis ,
Cellulase Sphaeromonascommunis, | (Béguin et Aubert, 1992).
Piromonascommmunis,
Chytridomycétes
Trichodermaviridae,
Trichodermareesei,
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Trichodermakoningii,
Aspergillus aculeatus
Aspergillus nidulans,
Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger,
Aspergillus terreus,
Fusarium solani,
Sporotrichumpulverlentum,
Chaetomium
cellulolyticum,
Humicolain solens

Aspergillus
Pectinase Aspergillus (Priya. and Sashi., 2014).
Aspergillus
Rhisopus
Mucor
Penicillium
Penicillium
Trichoderma
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1. Les enzymes
1.1. Définition
Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique. Elles sont constituées
de plusieurs acides a-aminés de la série L unis entre eux par une liaison formée par
condensation entre le groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement amine
d’un autre acide aminé afin de former une liaison amide. Les enzymes sont donc des
polypeptides de masses moléculaires élevées entre 10 a 1000 kDa dans lequel sont

arrangés les acides aminés. (Vincent, 1996).

En effet, les enzymes sont présentes dans les cellules de tous les organismes
vivants ou elles jouent un réle essentiel en contr6lant les procédés metaboliques
permettant aux nutriments d’étre transformés en énergie et en matériaux cellulaires

(Bergmeyer et al., 1979 ; Amaud et al., 1993 ; Pelmont, 1995 ; Drouin, 2005).

En 2005, plus de 3000 activités enzymatiques différentes ont été isolées et
identifiées (Patel et al., 2005), la structure d’environ 1300 d’entre elles a été

déterminée (Leisola et al., 2001).

1.2. Classification des enzymes
Le pouvoir catalytique des enzymes permet de produire de nouvelles substances
et de I’énergie, indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en
fonction de leur activité catalytique que celles-ci sont classées. Une nomenclature a été
proposée par la commission des enzymes de l'union internationale de biochimie divisant

les enzymes en six grandes classes (Vincent, 1996). (tableau 2).

Tableau 2 : Classification des enzymes (Vincent, 1996).

E.C Classification Type de réaction catalysée

(classe)

E.C.1 | Oxydoréductases | Oxydo-réduction

E.C.2 | Transférases Transfert de groupements fonctionnels
E.C.3 | Hydrolases Hydrolyse (coupe les liens chimiques par

addition d’une molécule d’eau)

E.C.4 | Lyases Elimination de groupement et formation de

doubles liaisons
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E.C.5 | Isomérases Isomérisation
E.C.6 | Ligases Formation de liaisons couplées a I’hydrolyse de
I’ATP

E.C. (Enzyme Commission)
1.3. Origine des enzymes industrielles

Le marché global des enzymes industrielles et de spécialité conserve une forte
croissance. Celle- ci a été estimée a plus de 1,5 milliards US$ en 2000. (Garcia-Gomez
et al., 2009 ; Rai et Mukherjee, 2010).

Les microorganismes constituent la principale source d’enzymes industrielles. En
effet, 50 % d’enzymes proviennent des champignons et des levures, 35 % des bactéries,
alors que 15 % sont d’origine végétale ou animale (Barnabé et al., 2003).

Parmi les enzymes actives a des températures élevées d’intérét industriel, les
protéases, les lipases et d’autres hydrolases comme les cellulases, les chitinases et les
amylases sans oublier la tag polymérase (Van den burg, 2003).

2. Les hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes de dégradation. Elles provoquent la coupure
d'une molécule et fixent les radicaux H et OH de 1’eau sur les valences libérées. Ces
enzymes ne nécessitent pas généralement de coenzymes, elles sont activables par des
cations. Elles interviennent sur les fonctions éthers, acétals, esters phosphoriques,
liaisons O-O des peroxydes, C-N des amides. Leur action sur quelques groupes de
molécules a été étudiée. Les hydrolases produites par les champignons peuvent étres
endocellulaires (catalase, lactase et invertase) ou exocellulaires (amylases, cellulases,
pectinases et protéases) (Bornscheuer, 2002).

2.1. Les amylases

Les amylases (EC.3.2.1.x) sont des enzymes appartenant a la troisieme classe,
celle des hydrolases, de type endoglycanases. Elles agissent sur les liaisons (1,4) de
I’amidon. En effet, les amylases catalysent la dégradation des polymeres d’amidon pour
produire des dextrines et différents gluco-oligosaccharides de longueurs variables
(Gupta et al., 2003). Elles sont des métallo-enzymes a calcium. Ces ions sont
nécessaires au maintien de la stabilité de la structure tertiaire de I’enzyme et a son
activité (Fogarty et al., 1980).

L’avantage majeur de I’utilisation des microorganismes pour la production des

amylases est la capacité de produire a grande échelle ainsi que, la facilité de
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manipulation pour obtenir des enzymes avec des caractéristiques souhaitées (Lonsane
etal., 1990).

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en biotechnologie
(Gupta et al., 2003). Elles représentent environ 25 a 33 % du marché mondial des
enzymes (Saxena et al., 2007).

2.2. Les cellulases

Les cellulases [1,4-(1,3 ; 1,4) -p-D-Glucanohydrolase] se rapportent a un groupe
d'enzymes qui, agissant ensemble, hydrolysent la cellulose en sucres simples (Kader et
al., 1999 ; Korish, 2003). La cellulase est ’'une des principaux membres de la famille
des glycosides hydrolases. C’est un systeme enzymatique complexe, composé de trois
types principaux d’enzymes : Endo B (1-4) -glucanase ou endocellulase (EC 3.2.1.4),
Exo B (1-4) - glucanase ou cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91), B (1-4) -glucosidase ou
cellobiase (EC 3.2.1.21) (Xu, 2002).

La biotechnologie des cellulases a debuté vers les anneées 1980 dans
I’alimentation animale (Chesson, 1987) et ensuite dans I’industrie du textile, de la
lessive et du papier, elle occupe environ 20 % du marché mondial des enzymes (Bhat,
2000, Lekchiri et al., 2006). Les performances élevées atteintes leurs ouvrent des
perspectives intéressantes pour différentes applications industrielles (Scriban, 1993),
dans les industries de transformation de I’amidon, de brasserie, 1’extraction de jus de
fruits et légumes (Gao et al., 2008). L’une des applications potentielles des cellulases
est la production d’éthanol-carburant & partir de la biomasse lignocellulosique.

2.3. Les pectinases

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases hydrolysent les substances pectiques
et sont largement distribuées dans les plantes supérieures et dans les micro-organismes.
Cette famille d'enzymes est capable d'attaquer une variété de liaisons chimiques des
pectines.

Le terme « enzyme pectinolytique » ne concerne que les enzymes qui agissent sur
la partie galacturonique des substances pectiques et les enzymes capables de dégrader
les chaines latérales ne sont pas classées parmi les enzymes pectinolytiques
(Parenicova et al., 2000 et Torres et al., 2013).

La plupart des préparations commerciales de pectinases sont d'origine
microbienne notamment fongique. Cependant, I’espéce Aspergillus niger est la source
fongique la plus communément utilisée pour la production industrielle d'enzymes
pectinolytiques (Jayani et al., 2005 ; Dinu et al., 2007).
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2.4. Les Protéases

Les protéases sont des enzymes trés complexe, elles appartiennent a la classe
d’hydrolases (EC 3.4.21-24.x), formées d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques
(Kumar et al., 2008). Les proteases catalysent le clivage des liaisons peptidiques, elles
scindent les protéines en fragments polypeptidiques, qui seront par la suite transformés
sous I’influence des peptidases en leurs sous- unités constitutives, les acides aminés
offrant une multitude de structures (Frazier, 1967 ; Scriban, 1999). La formation des
enzymes protéolytiques est parfois réprimée par 1’adjonction au milieu d’un hydrolysat
de protéines ou d’un mélange d’acides aminés.

Les enzymes fongiques représentent 40 % du marché mondial des enzymes
industrielles. Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent
étre produites par plusieurs genres fongiques tels qu’Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc...
(Frazier, 1967 ; Ul-haq et al.,2003).
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1. Matériel biologique
1.1. Prélévement
Les échantillons (sol et eau) utilisés dans cette étude ont été prélevés le 09 mars
2019 a GaraetTimerganine (lac d’eau douce se trouvant dans la wilaya Oum El
Bouaghi), Algérie(figure6).

Figure6 : Photo d’une vue générale de GaraetTimerganine prise le 09 mars 2019.

Leséchantillons ont été pris depuis4 sites différents du lac de
Timerganine(tableau 3) (sol et eau),pour le sol, la couche des trois premiers centimetres
est écartée (Buhot, 1973 ; Mihail et Ailcorel 1987 ; Saadoune et Momani, 1997).
Cent a cent-cinquante (100-150g) du sol sont recueilli dans des flacons stériles.L’cau est

prélevée dans des tubes stériles.
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Tableau 3 : Les sites de prélévement des échantillons (sol et eau).

Wilaya Oum EIl Bouaghi
Site de
prélevement GaraetTimerganine
Echantillons Eau
Sol humide
Photos

1.2.1solement des microorganismes

La suspension mere du sol est préparée a partir de 10g de sol dissoutdans 90ml
d’eau physiologique stérile (annexel). Une homogénéisation de la suspension est
effectuée a I’aide d’une plaque d’agitation.

Pour chaque type d’échantillon (sol et eau), une série de dilutions (10-1, 10-2, 10-3,

10-4) est préparée a partir de la solution mere.

Cent microlitre de chaque dilution sont étalés sur une gélosede PDA (Potatos Dextrose
Agar) (annexe 2), le milieu de culture estadditionné stérilement d’un antibiotique (la
gentamicine a 0.04mg/ml) et ce pour empécher la croissance des bactéries et favoriser le
développement des champignons (Leveau et Bouix, 1993 ; Tarr, 2004).

Aprés ensemencement, les boites de Pétri sont incubées dans une étuve a 30 °C.
Des observations quotidiennes sont réalisees. Apres développement des différentes
souches, des repiquages successifs se font systématiquement jusqu’a obtention de
clonies pures (Guiraud, 1998). Le repiquage s’est fait sur leméme milieudu départ
(PDA).
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2. Identification de I’isolat fongique sélectionné
2.1. Identification des moisissures
L’identification des souches fongiques sélectionnées s’est basée sur 1’étude
morphologique par observation de 1’aspect macroscopique et microscopique.
2.1.1. Identification macroscopique
Cette observation permet de déterminer les quatre caractéres culturaux suivants :
la vitesse de croissance, la texture, la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture
et ’odeur (Harrigan et Mccance, 1976 ; Rinaldiet al.,1998 ; Bottonet al.,1999).
2.1.2. Identification microscopique
Pour I’identification microscopique des champignons, deux meéthodes sont utilisées
celles du scotch (test du drapeau) pour les cultures filamenteuses et la méthode du
lactophénol-bleu de coton pour les cultures poudreuses (Chabasseet al.,2002).
e Meéthode de scotch
Un petit morceau de scotch est appliqué par la face collante sur la colonie a l'aide

d'une pince puis depose sur une lame porte -objet (Chabasseet al.,2002).

e Coloration par le lactophénol-bleu coton
Un fragment de la colonie est prélevé a 1’aide d'une anse de platine et déposé sur
une lame porte-objet dans une goutte de colorant du lactophénol-bleu coton (annexe 3),

recouvert d'une lamelle couvre-objet qui écrase la préparation (Chabasseet al.,2002).

L’observation microscopique est réalisée au microscope optique au grossissement
X40 et X100. L’identification se base sur 1’étude morphologique du mycélium (absence
ou présence de cloisons, couleur, différentiation...) et des spores (forme, couleur,
texture des parois...) (Harrigan et Mccance, 1976 ; Oteng-Gyang, 1984 ; Guiraud,
1998).

3.Mise en évidence des activités enzymatiques
3.1. Mise en évidence del’activité amylolytique

Le milieu utilisé est le PDA contenant de I’amidon soluble a 1% (annexe 4), il est
utilisé pour la mise en évidence de I’activité exo-cellulaire de I’amylase secrété par les
moisissures isolées (Tatsinkouetet al., 2005). Les boites sont incubées a 30°C pendant
5 a7 jours.

Aprés incubation, le milieu gélosé est recouvert d’une solution de lugol(annexe

5), pendant 30 secondes suivie d’un ringage avec de I’eau distillée. L’eau iodée

21



Matériel et méthodes

contenant I’iode se complexe avec I’amidon présent dans le milieu et donne un précipité
bleu sombre.
L’hydrolyse de I’amidon est indiquée par 1’apparition d’une zone claire autour de

la colonie productrice d’amylase (Tatsinkouet al., 2005).

3.2. Mise en évidence de P’activité cellulolytique

Le milieu utilisé est le carboxyméthlycellulose agar (CMC) (annexe 4)(Oikawa,
1998 ; Korish, 2003). Les boites sont incubées a 30°C pendant 5 a 7 jours.

Apres croissance, les boites sont colorées avec une solution au rouge Congo
(0.1%) (annexe 5). Ce dernier se fixe sélectivement sur les polyméres de cellulose.
Aprés 30 minutesde réaction a température ambiante, les boites sont lavées avec une
solution de NaCl (1M) (annexe 1) pendant une heure. Le « rouge Congo » permet la
mise en évidence de I’activitécellulolytique par I’apparition de zones claires autour des

colonies productrices de cellulase (Oikawa, 1998 ; Korish, 2003).

3.3. Mise en évidence de ’activité pectinolytique
Les souches pectinolytiques sont recherchées sur le milieu pectine agar (annexe
4). Aprés incubation a 30°C pendant 5 a 7jours, les boites sont inondées par une
solution aqueuse d’acétate de cuivre a 7.5% (annexe 5) pendant 10 minutes. L’acétate
de cuivre donne une couleur bleu clair sur la gélose qui contient la pectine non dégradée
(Snaikiet al., 2006).
L’activité pectinolytique se manifestepar I’apparition d’un halo claire autour des

colonies productrices.

3.4. Mise en évidence de I’activité protéolytique

La gélose au lait (lait a 20% d’agar) (annexe 4) est utilisée pour la mise en
évidence de la présence d’une activité protéolytique exo-cellulaire chez les souches
fongiques (Clarke et Steel, 1966). L’ensemencement se fait par touche centrale et
I’incubation est réalisée a 30°C pendant 5 a 7 jours. La gélose au lait est choisie pour sa
richesse en protéines et la simplicité dans la préparation (Smith et al., 1952).

La dégradation de protéines du lait se caractérise par 1’observation visuelle et
directe d’une zone de lyse transparente autour de la colonie productrice de

protéase(Harrigan et Mccance, 1976).

22



Matériel et méthodes

Une activité enzymatique est significative si le diametre de la zone d’hydrolyse
est supérieur ou égale a 3mm.Ces diamétres sont quotidiennement mesurés (jusqu’au
septieme jour)(Ronald et Harold, 1970).

4. Test d’antagonisme

Dans cette technique nous avons utiliseé la méthode de la confrontation directe
appeléeégalement la technique des cultures opposées. Elle est décrite par (Sivan et
Chet, 1989) et consiste a placer de facon diamétralement opposée sur des boites de Pétri
contenant 15 ml de milieu PDA(annexe?2),deux explants de 5 mm de diameétre, a une
distance de 4 cm 1'un de lautre.Ces explants provenant des cultures de
champignons(pathogene et antagoniste)(figure7).Les repiquages sont effectués en
méme temps. L'incubation est réalisée a 30°C pendant 10 jours (Hibaretal., 2005). Le
témoin est constitué uniquement du pathogéne, repiqué au centre de la boite de Pétri
contenant le milieu PDA.

» En premier lieu,nous avons testé un antagoniste. 11 s’agit de
Cladosporiumcladosporioides,une  souche entomopathogene préalablement
isolée et identifiée. Celle-ci est confrontéeaun pathogene (nos souches isolées
depuis le lac de Timerganine).

» En deuxieme lieu toutes les souches isolées depuis le lac deTimerganine et
identifiées ont été confrontées les unes contre les autres, afin de déterminer
I’effet antagoniste de chacune. Le calcul du pourcentage d’inhibition s’est fait
selon I’équation ci-dessous et la colonie la moins envahissante est prise comme

témoin.

Pathogéne Antagoniste

Milieux PDA

Figure 7 : Présentation schématique de la confrontation directe.
L’évolution de la croissance mycélienne des colonies est effectuée toutes les

24heures par la mesure des diameétresau millimétre prés (Moussaoui,2010).
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Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne est calculé selon la

formule suivante (Houniet al.,1996) :

IC%= (DT-DPA/DT) X 100

Ou:
DT : Croissance diamétrale du témoin ;
DPA : Croissance diamétrale mycélienne du pathogéne en présence de I'antagoniste,

IC% : Inhibition de la croissance.

5. Identification de la bactérie contaminante
Au cours de la confrontation entre les souches fongiques, une contamination par
une bactérieest survenue au bout du troisiéme jour d’incubation. Les colonies fongiques
se trouvant dans les boites contaminéesont présenté des zones d’inhibitions empéchant
la bactéric de s’approcher, d’ou [I’intérét d’identifier cette bactérie sensible
probablement a une substance libérée par la moisissure.
5.1. Identification macroscopique
C’est une description directe faite sur boites d'isolement, permettant au moins une
distinction des souches les unes des autres afin de les purifier. Elle permet de déterminer
I’aspect macroscopique des colonies (forme, aspect, couleur, contour, taille, etc.) (Badis
et al, 2005).L’identification macroscopique des bactéries se fait aprés leur croissance
sur de la gélose nutritive GN (annexe2)a 37°C et pendant 24 h.
5.2. ldentification microscopique
L'observation microscopique s’effectue a 1'aide d'un microscope optique.
e Observation a I'état frais
Elle permet I'observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie, de leur mode de regroupement et de leur mobilité. La méthode consiste a
déposer une goutte d'eau distillée ou d'eau physiologique stérile sur la lamelle, puis
apporter et dissocier dans la goutte un prélevement bactérien de la colonie a observer ;
la lamelle est recouverte par une lame creuse de la maniere a obtenir une goutte
pendante et I’observation est faite a différent grossissements (X40 et X100) (Singleton,
2005).
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e Coloration de Gram

Décrite par Gram en 1884. Elle permet de distinguer deux grands groupes
bactériens : les bactéries a Gram négatif, se colorent en rose et les bactéries a Gram
positif, apparaissent violettes (Berraho, 2009). Ainsi que la précision de la morphologie
et le mode de regroupement des colonies.

Sur chacune des lames dont les souches sont fixées, quelques gouttes de violet de
gentiane (annexe 5) sont déposées et laissées agir pendant 1min. Apreés ringage avec de
I’eau de robinet, du lugol(annexe 5) est redéposé pendant 1min pour le mordancage.
Ensuite, la décoloration est faite par 1’alcool a 95° pendant 30secondes puis un autre
rincage est effectué. Enfin, un deuxiéme colorant (fuschine de Ziehl) (annexe 5) est
déposé pendant 30secondes (Larpent, 1990).

Apres le dernier lavage et séchage des lames, 1’observation est réalisée au
microscope optique (10 X 100) par 1’ajout d’une goutte d’huile d’immersion.

5.3. Tests biochimiques
e Test de Catalase
Il s'agit de la recherche de la catalase, enzyme responsable de la décomposition
du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) produit par la souche. Son principe consiste a mettre
en contact une colonie de l'isolat en présence d'eau oxygénée. Une effervescence due a
un dégagement gazeux traduit la présence de cette enzyme (Joffin et Leyral, 2006 ;
Tankeshwar, 2013).
e Test de 1’Oxydase

Le cytochrome oxydase est une enzyme qui intervient a la fin de la chaine
respiratoire. Elle permet la fixation de I’hydrogene et des électrons sur I’oxygene. Sa
production est mise en évidence par des disques « Ox » imprégnés d’oxalate N-N-
diméthylparaphénylene.

Une quantité suffisante de culture est déposée sur le disque imbibé d’eau distillée.
Une couleur bleu violacée se manifeste en quelques minutes si la réaction est positive
(Joffin et Leyral, 2006 ; Delarras, 2014).

o Lagalerie APl 20 NE

APl 20 NEest un systeme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram
négatif non fermentaires etnon fastidieux (ex: Pseudomonas,Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.)combinant 8 tests conventionnels,

12 tests d'assimilation, et une base de données.
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» Principe

La galerie APl 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les tests conventionnelssont inoculés avec une suspension bactérienne
saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produitespendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition
deréactifs.

Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries
cultivent seulement si ellessont capables d'utiliser le substrat correspondant. La lecture
de ces réactions se fait a l'aide du tableau delecture et I'identification est obtenue a l'aide
du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

e Les étapes de Préparation de la galerie
Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée
ou déminéraliséedans les alvéoles pour créer une atmosphéere humide.
- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
- Sortir la galerie de son emballage individuel.
- Placer la galerie dans la boite d'incubation.

e Préparation de I'inoculum
- Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (2 ml)
- A l'aide d'une pipette Pasteur, prélever 1 a 4 colonies de morphologie identique.
- Utiliser préferentiellementdes cultures jeunes (18-24 heures).
- Réaliser une suspension égale a 0,5 de McFarland. Cette suspension doit étre utilisée
extemporanément.

e Inoculation de la galerie
- Remplir les tubes des tests NO3 a PNPG avec la suspension précédente en utilisant la
pipette ayant servi auprélévement. Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes,
poser la pointe de la pipette sur le coté dela cupule, en inclinant Iégerement la boite
d'incubation vers l'avant.
- Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau horizontal
ou légerementconvexe, mais jamais concave. Des cupules incomplétement remplies ou
trop remplies peuvent entrainer desresultats incorrects.
- Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE)
pour former unménisque convexe.

- Refermer la boite d'incubation et incuber a 37°C pendant24 heures.
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e Lecture de la galerie
- Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
Lecture.
- Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées (GLU, ADH, URE, ESC,
GEL, PNPQG).
- La révélation des deux tests NO3 et TRP doit se faire en mettant les tests d'assimilation
a l'abri d'une contamination par l'air ; pour cela, placer le couvercle de la boite
d'incubation au-dessus de ce test, pendant la période de révélation de test NOs.

e Test NO3
- Ajouter une goutte de réactifs NIT 1 et NIT 2 dans la cupule NO3.
- Aprés 5 min, une couleur rouge indique une réaction positive, a noter sur la fiche de
résultats.
- Une réaction négative peut étre due a la production d'azote (éventuellement signalée
par la présence de microbulles) ; ajouter 2-3 mg de réactif Zn dans la cupule NOs.
- Apres 5 mn, une cupule restée incolore indique une réaction positive a noter sur la
fiche de résultats.
-Si la cupule devient rose-rouge, la réaction est négative car les nitrates encore présents
dans le tube ont alors été réduits en nitrites par le zinc. La réaction utilisée pour
I'identification de la bactérie est la réduction des nitrates ; elle est positive si I'une ou
I'autre des deux réactions précédentes (production de NO; ou de N) est positive.
- La production de N, peut cependant étre utilisée seule comme test complémentaire
dans le Catalogue Analytique.

(www.biomerieux.com).
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1. Isolement des microorganismes

L’isolement des souches fongique depuis le sol humide, sol sec et I’eau dans le
site d’étude a permis 1’obtention de dix-huit souches de moisissures identifiées dont la
distribution est illustrée dans le tableau 4.

Tableau 4 : La distribution des moisissures isolées depuis les échantillons.

Echantillons
L’eau Sol humide Sol sec
Souches
S1 ) + +
S2 + + +
53 + + +
S4 i i N
S5 N i i
S6 i i +
S7 + + +
S8 s . ]
S9 s ] R
S10 ] s ]
S11 ] s R
S12 .\ ] .
S13 i 4 +
S14 ] N +
S15 ] N .
S16 N 4 i
S17 + + +
S18 ] ] R

+ : présence de souches - : absence de souches
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18 isolats fongiques ont été obtenus a partir de trois sites différent (I’eau, sol
humide, sol sec) D’aprés le tableau 4, les résultats d’isolement de chaque site montrent
que le sol sec est le site le plus riche (contient 14 souches) vient juste apres le sol
humide avec 12 souches suivie de 1’eau avec 9 souches.

Ces résultats peuvent s’expliquer par la richesse du sol en nutriments nécessaires a
la croissance microbienne par rapport a I’eau. En effet, Jouani et Yiannicouris (2002)
signalent que la croissance fongique est réagie par de nombreux parametres physico-

chimiques.

2. Identification des moisissures sélectionnées
2.1. Identification macroscopique
Les caractéres macroscopiques des différentes souches de moisissures isolées et
sélectionnées sont étudiés sur milieu gélos¢ PDA, 1'un des milieux les plus
fréquemment utilisés. Le tableau 5 regroupe les photos de I’aspect macroscopique des
mycéliums, la vitesse de croissance, la texture, la couleur du mycélium et la couleur du

revers des boites de Pétri.

Tableau 5 : Observation macroscopique des colonies des moisissures sur PDA a 30 °C.

Photos obtenues
Souches Vitesse de Couleur de Texture Couleur Face Revers

croissance face du réver

Croissance Blanche au Duveteuse Incolore
S1 moyenne début puis ' ‘

Beige

Croissance Blanche puis Duveteuse Incolore

S2 rapide beige a brun
noisette
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Croissance Blanche au Granuleuse Incolore
S3 tres rapide. début puis
jaune puis
vert- jaune.
Croissance Blanche au Veloutée Incolore ou
S4 lente. début puis jaune au
verte avec brun
conteur blanc. rougeatre
Croissance Blanche au Duveteuse Jaune
S5 rapide début puis
jaune
Croissance Blanche au Granuleuse Incolore
S6 rapide début puis envahissante
jaune et a
maturité, les
colonies
deviennent
noires.
Croissance Verte avec Poudreuse Jaune
S7 moyenne contour blanc foncé
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Croissance | Brune verdatre Veloutée a Incolore
S8 moyenne avec contour Poudreuse
blanc
Croissance Verte avec Veloutée a Jaune
S9 moyenne contour blanc Poudreuse
Croissance Verte avec Veloutée a Jaune
S10 moyenne contour blanc poudreuse
Croissance Blanche Cotonneuse Pourpre
S11 .
rapide
Croissance Blanche Cotonneuse Pale
S12 tres rapide
Croissance Blanche Filamenteuse Noire
S13 tres rapide
Croissance Bruneavert | Duveteuse a | Incolore
S14 rapide olive laineuse
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Croissance Blanche Laineuse Jaune
S15 moyenne Jaunatre
Croissance Crevette Duveteuse a Crevette
S16 rapide poudreuse .
Croissance Blanche Duveteuse a Incolore
S17 moyenne poudreuse i :
Croissance Blanche Duveteuse a Foncé
rapide grise au laineuse ' ‘
S18 départ et .
devient
rapidement '
foncé

observations

macroscopiques.

2.2. ldentification microscopique

Elle porte sur

I’observation

L’¢étude microscopique permet de compléter les informations fournies par les

structures

caractéristiques des souches fongiques isolées (Conidiophores, conidies, mycélium etc.)

(tableau 6). Les résultats observés ont permis de noter neuf genres de moisissures

(Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizoctonia,Chaetomium, Verticillium, Ascochyta,

Absidia, Alternaria).
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Tableau 6 : Observation microscopique des moisissures isolées.

Souches

Description

Genre

Photos obtenus

Grossissement
x 40

Grossissement
x 100

S1

- Filament septé.

- Conidiophore court,
lisse et incolore.

- Phialides directement
portées par la vésicule,
dressées, densément
groupées.

- Conidies globuleuses,
vertes, echinulees,
petites.

- Téte aspergillaire

unisériée en colonne

compacte, assez grande.

Aspergillus sp.1

S2

- Filament septé.

- Conidiophore court,
lisse et incolore.

- Phialides directement
portées par la vésicule,
dressées, densement
groupées.

- Conidies globuleuses,
-Vertes, échinulée,
petite.

- Téte aspergillaire

unisériée en colonne

compacte, assez grande.

Aspergillus sp.2
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S3

- Filament septé.

- Conidiophore court,
lisse et incolore.

- Phialides directement
portées par la vésicule,
dressées, densément
groupées.

- Conidies globuleuses,
vertes, échinulées,
petites.

- Téte aspergillaire

unisériée en colonne

compacte, assez grande.

Aspergillus sp.3

S4

- Filament septé.

- Conidiophore court,
lisse et incolore.

- Phialides directement
portées par la vésicule,
dressées, densément
groupées.

- Conidies globuleuses,
vertes, échinulées,
petites.

- Téte aspergillaire
unisériée en colonne

compacte.

Aspergillus sp.4
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S5

- Filament septé.

- Conidiophore court,
lisse et incolore.

- Phialides directement
portées par la vésicule,
dressée, densément
groupées.

- Conidies globuleuses,
vertes, échinulées,
petites.

- Téte aspergillaire
unisériée en colonne

compacte, assez grande.

Aspergillus sp.5

S6

- Conidiophore lisse,
trés long.

- Vésicule globuleuse.
- Phialides insérées sur
la vésicule par
I’intermédiaire de
métules disposées
surtout le pourtour de la
vésicule.

- Conidies globuleuses,
brun.

-Téte aspergillaire
bisériée radiée, noire a

maturité.

Aspergillus niger
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S7

- Hyphe septe.

- Conidiophore isolé.

- Pénicilles constitues
de phialides branchés
directement a
I’extrémité du
conidiophore.

- Phialides en forme de
verticilles.

- Présence de métules.

Penicillium sp.1

S8

- Hyphe septé.

- Conidiophore isolé.

- Pénicilles constitues
de phialides branchés
directement a
I’extrémité du
conidiophore.

- Phialides en forme de
verticilles.

- Présence de métules.

Penicillium sp.2

S9

- Hyphe septé.

- Conidiophore isolé.

- Pénicilles constitues
de phialides branchés
directement &
I’extrémité du
conidiophore.

- Phialides en forme de
verticilles.

- Présence de métules.

Penicillium sp.3
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S10

- Hyphe septe.

- Conidiophore isolé.

- Pénicilles constitues
de phialides branchés
directement a
I’extrémité du
conidiophore.

- Phialides en forme de
verticilles.

- Présence de métules.

Penicillium sp.4

S11

- Hyphes septée fin.

- Conidiophore simple
ou vertilcillé, court.

- Macroconidies
fusiformes, pluri-
septées.

- Pas de clamydospores.

Fusarium sp.

S12

—Les conidiophores :
sont simples ou disposés
en verticilles ; ils
portent de longues
mono phialides
d'aspect cylindrique.
—Muicroconidies :
Uni-cellulaires ou
bicellulaires disposees
en « fausses tétes » ou
glissant le long des
phialides.
—Macro-conidies :

fusiformes et

Fusarium solani
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cloisonnées.
—Les chlamydospores,
sont présentes en

position terminale.

S13

- Mycélium cloisonné.
- Présence des angles
(90°).

- Absence des spores.

Rhizoctonia sp.

S14

-Périthéces globuleux
ou subglobuleux, brune
olivacée.

-sans col différencié.
-Ascospores unisériees.
-Asque cylindrique.

Chaetomium sp

S15

- Les conidiophores :
Sont dressée, hyalins ou
noir portant des masses
de spores verticillées.
-Phialides alternes,
opposeées ou simple.
-Chlamydospores brun
pale, subglobuleux.

Verticillium sp
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S16

-Présence de
pycnidiospores a

I’intérieur des pycnides.

Ascochyta sp

S17

-filment large peu ou
pas septes.
-sporocytophores isolés
ou groupés, fixés au
milieu des stolons et
ramifiés en grappe ou en
corymbe. Ils se
terminent par une large
apophyse conique.
-chlamydospores
absentes ou peu
nombreuses.

-spores cylindriques

lisses, jaunatres.

Absidia sp

S18

-Filaments : septés, fin
et régulier bruns foncés
a noires.

-Conidies
pluricellulaires en
chaines brunes
irrégulieres.

—Spores a paroi lisse
sont souvent disposées
en chaines.

Alternaria sp
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L’identification des genres fongiques a ¢té réalisée essentiellement selon les clefs
de détermination de (Botton, 1990 ; Guiraud, 1998 ; Leyral et al., 1998) ainsi que le
catalogue « les moisissures d’intérét médical (Chabasse et al., 2002). Et « soil and
fungi » (Domsch et al.,1980).

- En comparant les observations macroscopiques et microscopiques avec la
bibliographie, neuf genres de moisissures ont été identifies (figure 8). Il s’agit de :
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizoctonia, Chaetomium, Verticillium, Ascochyta,
Absidia et Alternaria. D’apres (Botton et al. (1990), Morin. (1994), Lavarde et al.
(2006) et Blancard. (2014) certains de ces genres sont phytopathogénes, c’est le cas par
exemple de Rhisoctonia sp, Verticillium sp, Ascochyta sp et d’autres sont pathogénes
pour ’homme, les animaux et les végétaux et susceptibles de produire des métabolites

toxique (Aspergillus sp, Fusarium sp).

3. Analyse statistique

Les resultats obtenus montrent 1’existence d’une flore fongique plus ou moins
variée. En effet sur les neuf genres identifiés (Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Rhizoctonia,Chaetomium, Verticillium, Ascochyta, Absidia, Alternaria), une dominance
du genre Aspergillus avec 33 % du total des souches isolées, suivi de Penicillium avec
22 % suivi de Fusarium avec 11 % et enfin Rhizoctonia, Chaetomium, Verticillium,

Ascochyta, Absidia, Alternaria avec un pourcentage de 5 & 6 % (figure 8) .

6%

m Aspergillus
6% u Penia://ium
® Fusarium
5% ® Rhizoctonia
504 m Chaetomium
u Verticillium
Ascochyta
Absidia

Alternaria

Figure 8 : Pourcentage des genres de moisissures identifiées.

40



Résultats &l Discussion

4. Mise en évidence des activités enzymatiques des moisissures

La mise en évidence de I’activité enzymatique est recherchée sur un milieu de
culture solide. En effet, le choix de ce dernier et le substrat inducteur est déterminant.
Pour cela, on a utilisé les milieux gélosés : PDA & amidon a 1%, CMC-agar, pectine-
agar et gélose au lait a 20% d’agar comme milieux sélectifs pour la détection des
activités : amylolytique, cellulolytique, pectinolytique et protéolytique respectivement.
Les dix-huit souches des moisissures isolées sont testées et les résultats obtenus apres 5
jours d'incubation a 30°C sont regroupés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Zones d’hydrolyses de souches des moisissures testées aprés cing jours

d’incubation.

Souches Amylase Cellulase Pectinase Protéase

S1

S2

S3

S4
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S5

S6

S7

S8

S9

S10
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S11

S12

S13

S14

S16
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S17

(’“

S18

Les résultats obtenus aprés I’ensemencement des milieux gélosés et apres

incubation & 30 °C pendant 5 jours, donnent des zones d’hydrolyse de diamétres

différents suivant la capacité de chaque souche a dégrader le substrat disponible dans le

milieu (tableau 8).

Tableau 8 : Diametre (mm) de zones d’hydrolyse des souches fongiques testées aprés cing

jours incubation a 30 °C.

Souches Diamétre (mm) des zones d’hydrolyse
Amylase Cellulase Pectinase Protéase
S1 12 8 / 7
S2 9 5 2 5
S3 6 2 1 *
S4 7 10 / 8
S5 10 12 / 5
S6 6 2 5 10
S7 10 3 7 /
S8 5 10 6 5
S9 6 2 3 14
S10 10 7 10 4
S11 15 5 / /
S12 4 / 2 18
S13 12 1 / /
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S14 20 3 2 /
S15 10 7 / 4
S16 9 27 5 12
S17 7 2 / /
S18 5 / / 5

/ : Absence de la zone d’hydrolyse. * : Envahissement.
4.1. Activité amylolytique

Tous les isolats obtenus ont développé des zones d’hydrolyses (halo claire) entre 4
et 20 mm de diamétres (tableau 8). La souche S14 (Chaetomium sp) a présentée
I’activité d’hydrolytique la plus importante par rapport aux autres souches avec un
diametre de 20 mm. Cela indique la forte capacité de celle-ci a hydrolyser 1’amidon
contenu dans le milieu.

En effet, plusieurs espéces du genre Chaetomium isolées du sol ont montrés une

importante activité amylolytique c’est le cas par exemple de Chaetomium globsum
(Dhruba et Shukla, 2008).

4.2. Activité cellulolytique

Les souches cellulolytiques sont reconnues par la formation d’un halo transparent
autour des colonies, indiquant la production de la cellulase et donc la capacité des
moisissures a assimiler la cellulose.

D’aprés nos résultats, nous avons remarqué qu’il y a dix-sept souches possédant
une activité cellulolytique. Sachant que, onze souches présentent une activité
intéressante (® halo>3 mm) (tableau8).

Plusieurs travaux ont été menés sur des souches fongiques cellulolytiques, les plus
étudiées sont : Aspergillus (Kitamoto et al., 1996 ; Lokington Kelly, 1997 ; Riou et
al.,, 1998 ; Fujita et al., 2002), Penicillium et différentes espéces de Trichoderma
(Petersson et al., 1981 ; Neiss et Montene court, 1984 ; Kubicek et Penttila, 1998 ;
Takashima et al., 1999 ; Nogawa et al., 2001).

4.3. Activite pectinolytique
Les résultats de la mise en évidence de I’activité pectinolytique par les souches de
moisissures étudiées ont prouvés la production de la pectinase par ’apparition d’une

zone transparente autour des colonies.
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D’aprés les résultats obtenus, dix souches (S2, S3, S6, S7, S8, S9 S10, S12, S14,
S16) ont développé des zones d’hydrolyses (halo claire) de différents diamétres, la
souche S10 (Penicillium sp.4) a présenté la plus importante activité pectinolytique par
rapport aux autres souches avec un diametre de10 mm suivi par S7 (Penicillium sp.1) (=
7 mm) suivi de S8 (Penicillium sp.2) (®= 6 mm) puis S6 (Aspergillus niger) et S16
(Ascochyta sp) avec 5mm de diamétre. Vien apres les souches S2 (Aspergillus sp.2), S9
(Penicillium sp.3) et S14 (Chaetomium sp) avec 2 mm de diamétre. Enfin S3 (Aspergillus
sp.3) qui a présenté 1’activité pectinolytique la plus réduite (®= 1 mm). Le reste des
souches n’ont montés aucune activité pectinolytique. En effet, I’étude réalisée par
Meziani et Mahcen (2017) montre la production de pectinase par Penicillium sp avec
un diametre de la zone de lyse de 7.6 mm et Aspergillus terreus a présenté un diameétre

égal a 3.8 mm.

4.4. Activité protéolytique

Les résultats obtenus apres ensemencement des isolats sur milieu sélectif (lait
gélosé a 20 % d’agar) ont permis la sélection de treize souches ayant une activité
protéolytique parmi les dix-huit souches testées. La présence d’une activité
protéolytique se traduit clairement par la formation d’un halo transparent autour des
colonies, résultant de la dégradation des protéines du lait du milieu par I’exo protéase
produite (plus le halo est grand, plus la quantité d’enzyme produite est importante).

Des travaux de recherche réalisés dans le but de produire des protéases a partir de
moisissures ont permis de mettre en évidence la capacité d’Aspergillus oryzae a
produire et de maniére significative des protéases sur des milieux bon marché
(Belmessikh et al., 2012 ; Benkahoul et al., 2017).

Il est a noter que méme en absence d’une activité protéolytique exo-cellulaire,
nous avons observé un envahissement du milieu, comme c’est le cas chez S10
(Penicillium sp.4). Ceci indique une utilisation des sucres totaux présents dans le lait
comme source de carbone et d’énergie, ou par la production d’une activité protéolytique
endo-cellulaire (Debananda et al, 2009).

En conclusion, les résultats du tableau 8 montrent clairement la capacité de
chaque souche isolée et testées a hydrolyser ou a dégrader au moins un des substrats
utilisés a savoir : ’amidon, le CMC, la pectine et la caséine du lait écrémé.

Les résultats dans le tableau 8 notent que les sept souches (S2, S3, S6, S8, S9,

S10, et S16) possédent les quatre activités enzymatiques testées (amylolytique,

46



Résultats &l Discussion

cellulolytique, pectinolytique et protéolytique), les autres souches possédent entre trois

et deux activités enzymatiques.

5. Teste d’antagonisme
Les résultats de test d’antagonisme de Cladosporium cladosporioides vis-a-vis
des isolats fongiques (Rhisoctonia sp, Chaetomium sp, Verticillium sp, Aspergillus sp,
Ascochyta sp, Absidia sp, Penicillium sp, Alternaria sp, Fusarium solani, Aspergillus
niger) sont mentionnés dans le (tableau 9). Ces résultats montrent une réduction
moyenne de la croissance mycélienne des colonies des isolats étudiés confronté a

Cladosporium cladosporioides par apport au témoin.

Tableau 9 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des souches isolées par :

Cladosporium cladosporioides cas de confrontation directe.

Résultats de test d’antagonisme
. Pourcentage
Isolat Témoin e et e
— d’inhibition
Surface Révere
Rhizoctonia 90,78 %
Sp
Chaetomium 82,25 %
Sp
Verticillium 72,23 %
Sp
Asczghyta 72,61 %
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Absidia

sp 65 %
Penicillium 62 47 %
sp 40 %
Alternaria sp 74,75 %,

Fusarium o
solani 62,58 %
Aspergillus 2117 %
niger , 0

Les résultats (tableau 9) montrent qu'au bout de dix jours d’incubation a 30 °C,
la boite est totalement envahie par 1’antagoniste étudiée suivi par un arrét de croissance
du pathogene. Ces résultats sont confirmés par le calcul du taux d’inhibition en se
basant sur les diametres des colonies mesurés au quotidien.

D’autre part, une action inhibitrice a été observée par Aspergillus niger vis-a-vis
de la croissance mycélienne de Cladosporium cladosporioides. Nos résultats sont en
accord avec des études menées par Seidl et al. (2006) concernant la confrontation
d’Aspergillus niger avec d’autres souches fongiques. En effet, ce résultat pourrait

s’expliquer par la production des xylanases.
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Dans la perspective d’élaborer de nouvelles méthodes de biocontrole, I'utilisation
d’espéce saprophytes se développant plus rapidement que 1’espeéce pathogéne est
prometteuse. En effet, le biocontréle de nature fongique limiterait 1’agent pathogéne,
I’empéchant ainsi d’atteindre le stade de développement nécessaire pour I’expression du
pouvoir pathogéne. D’aprés la bibliographie Cladosporium cladosporoides est capable
de limiter la croissance de champignons tels que Sclerotia sclerotinium sur le pois
(Boland et Hunter, 1988). Les résultats de David et al. (2017) indiquent que
Cladosporium cladosporoides avait le potentiel d'un antagoniste fongique contre
Puccinia Horiana, I’agent causal de la rouille blanche du chrysantheme. En effet,
Cladosporium cladosporoides est considéré comme un agent de lutte biologique.

Dans cette étude nous avons testé 1’activité antifongique de 10 souches de
moisissures parmisl8 isolats représentant les genres : Rhisoctonia, Chaetomium,
Verticillium, Aspergillus, Ascochyta, Absidia, Penicillium, Alternaria, Fusarium solani,
Aspergillus niger. Les résultats de la confrontation directe entre les dix souches de

champignons isolées sont représentés dans le (tableau 10).

Tableau 10 : Test d’antagonisme des isolats fongique entre eux.

Résultats d’antagonismes Pourcentages
Surface Revers d’inhibition

Isolats Témoin

Rhizoctonia sp
VS

[0)
Chaetomium sp _| 30,26 %

Rhizoctonia sp
VS /
Verticillium sp

Présence d’une
contamination
bactérienne

Rhizoctonia sp

VS / /
Aspergillus sp
Rhizoctonia sp
VS / /
Ascochyta sp
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Rhizoctonia sp
Vs
Absidia sp—

37,56 %

Rhizoctonia sp
VS
Penicillium sp

50%

Rhizoctonia sp
VS
Alternariasp —|

20,68 %

Rhizoctonia sp _|
VS
Fusarium solani

63,15 %

Rhizoctonia sp _|
VS
Aspergillus niger

90,78 %

Chaetomium sp
Vs
Verticillium sp —

17,74 %

Chaetomium sp
VS
Aspergillus sp

Contamination
bactérienne
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Chaetomium sp

VS ‘ .
Ascochyta sp— A 18,46 %
Chaetomium sp
VS
31,81 %

Absidia sp—p

Chaetomium sp
Vs
Penicillium sp

Contamination
bactérienne

Chaetomium sp
Vs
Alternaria sp

Contamination
bactérienne

Chaetomium sp _|

VS 50,58 %
Fusaruim solani
Chaetomium sp__|

Vs
Aspergillus niger 5023 %

Verticillium sp
Vs
Aspergillus sp

Contamination
bactérienne
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Verticillium sp

VS
Ascochyta sp __| 25 %
Verticillium sp
VS
Absidiasp __| 22,72 %
Verticillium sp—|
VS
Penicilluim sp 61,17 %
Verticillium sp |
VS 21,80 %

Alternaria sp

Verticillium sp
VS
Fusaruim solani

Contamination
bactérienne

Verticillium sp —
VS

Aspergillus niger 90,25 %
Aspergillus sp
Vs
Ascochyta sp —» |\ - 30%
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Aspergillus sp
Vs
Absidiasp —

21,27 %

Aspergillus sp
VS
Penicillium sp_—,

50,58 %

Aspergillus sp
Vs
Alternaria sp—p |

40,49 %

Aspergillus sp_l
VS
Fusarium solani

60,52 %

Aspergillussp 1,
VS
Aspergillus niger

70,36 %

Ascochyta sp
VS
Absidia sp ___|

37,712 %

Ascochyta sp
VS
Penicillium sp_—_|

49,11 %
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Ascochyta sp
Vs
Alternaria sp—,,

31,03 %

Ascochyta sp
Vs
Fusarium solani

65,34 %

Ascochyta sp
+

Aspergillus niger

90,13 %

Absidia sp
VS
Penicillium sp

51,03 %

Absidia sp
VS
Alternaria sp

55%

Absidia sp
VS
Fusarium solani

54,54 %

Absidiasp __ |
Vs
Aspergillus niger

75 %
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Penicillium sp
VS
Alternaria sp __|

65,51 %

Penicillium sp _|
VS
Fusarium solani

55,29 %

Penicillium sp _|
VS
Aspergillus niger

75 %

Alternaria sp—|
VS
Fusarium solani

76,75 %

Alternaria sp—
VS
Aspergillus niger

90,47 %

Fusarium solani
VS
Aspergillus niger

82,75 %

Vs : contre
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Les résultats obtenus dans le (tableau 10) montrent qu’llya déférents effets
d’antagonisme exercées par les isolats testés. L’effet négligeable de (17,74 % a 49,11
%), I’effet modére entre 50 % et 65 %. Par contre Aspergillus niger présente un effet
d’inhibition trés considérable vis-a-vis tous les isolats fongiques testée (Rhisoctonia sp,
Chaetomium sp, Verticillium sp, Aspergillus sp, Ascochyta sp, Absidia sp, Penicillium
sp, Alternaria sp, Fusarium solani).

Nos résultats sont en accord avec des études menées par Smith et Pateman
(1977) dans le cas de la confrontation avec 1’agent antagoniste Aspergillus niger.

Plusieurs champignons du genre Fusarium sont aussi capable d’inhiber Ia
croissance de plusieurs pathogénes chez le coton (Zhanag et al.,2014).

Par ailleurs, de nombreux cas de contréles des maladies fongiques par parasitisme
des agents pathogeénes par d’autres souches fongiques sont connus. C’est par exemple le
cas des souches appartenant aussi au genre Penicillium, qui ont la capacité de parasiter
Alternaria brassicicola (Vannaci et Harman,1987). Dans se cas, les hyphes de
I’espece parasite pénetre les hyphes de 1’hdte, permettant ainsi la ponction des
nutriments (Hih,1977 ; Alabouvette et al., 2009).

En conclusion, il est connu que de nombreux champignons produisent des
composés ayant des propriétés pouvant interférer avec la croissance et I’activité d’autre
champignons (Islam et al., 2005 ; Laclere et al., 2005). Par exemple, il a été montré
que Chaetomium globosum produit des composés antifongique (Vannacci et
Harman,1987).

Durant les manipulations pour le test de 1’antagonisme, une contamination
bactérienne a été observée avec présence de zones d’inhibition autours des colonies
fongiques indiquant la sécrétion extracellulaire d’une molécule capable de freiner la
croissance de cette bactérie (tableau 11). En effet, d’aprés Botton et al. (1990),
beaucoup de moisissures sont connues pour leur production de substances a effet
antibacteérien, il s’agit de metabolites secondaires biologiquement actifs, synthétisés en
fin de croissance et possédant des structures chimiques différentes de celles des
protéines (Attalah Kacem-chaouche, 1992).

Cependant la culture ou se trouvé Aspergillus sp a été contaminé mais au-dela du
5°M jour, la moisissure a pris le dessus et a envahi la boite de pétrie, une preuve de sa
capacité a produire des métabolites anti bactériens avec un plus grand rendement que les
autres. En effet, des tests réalisés par Kholkhal (2005) et Devi et al. (2007) sur des
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cultures d’Aspergillus en présence d’isolats bactériens (bacilles Gram-) ont montré la
sécrétion de substances antibactériennes presentant un large spectre d’action.

Ces résultats peuvent étres d’un grand intérét pour la recherche clinique si cette

bactérie est pathogene pour I’homme ou 1’animale.

Tableau 11 : La résistance d’Aspergillus sp a la contamination bactérienne.
La souche

Aspergillus Sp

Surface

Révere

6. Identification de la bactérie contaminante
Nous avons pensé a identifier la bactérie contaminante pour d’avantages de
résultats originaux et complémentaires.

6.1. Identification macroscopique

Un isolement et une purification ont étés effectuées a partir des boites de pétrie
contaminée. Les colonies pures sont de grande taille et ont montrés un aspect bombé au
centre et un contour irrégulier (colonies larges) (figure 9).

Figure 9 : Aspect des colonies de la bactérie contaminante dans une boite de Pétri.
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6.2. Coloration de Gram
Apreés la coloration de Gram les souches purifiées sont apparues sous forme de

bacilles roses. Elles possedent des parois a Gram négatif. (figure 10).

-
Figure 10 : Les bacilles Gram négatif de a objectif 100X.

6.3. Caractéres biochimiques
6.3.1. Recherche d’oxydase
Absence d’une couleur bleu-violet sur le disque d’oxydase suggere que la bactérie

ne posséde pas I’enzyme cytochrome oxydase donc elle est oxydase - (figure 11).

Figure 11 : Résultat négatif de I’oxydase chez la bactérie étudiée.

6.3.2. Recherche de catalase
Le dégagement de bulles de gaz signifie qu’il y a une production de la catalase et
que le test est positif. (figure 12).

Figure 12 : Résultat positif de catalase chez la bactérie étudiée.
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6.3.3. Galerie Api 20 NE

» Lecture de la galerie
- Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire sur la fiche de résultats
(annexe 7).

» Interprétation
L’identification est obtenue a partir du profil numérique déterminer sur la fiche de

résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant a I'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a
des réactions positives, on obtient 7 chiffres ; la réaction de I'oxydase qui constitue le
21° test est affectée de la valeur 4 lorsqu'elle est positive.

-ldentification : Elle est réalisée a partir de LAB.UPBM.ORG se trouvant dans le lien

https://Lab.upbm.org/identifieur/galerie.php.

Figure 13 : Résultat de galerie AP1 20 NE.

Nos résultats sont en accord avec la (figure 14) .

Figurel4 : Résultat de galerie APl 20 NE de LAB.UPBM.ORG.
https://Lab.upbm.org/identifieur/galerie.php.
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D’apres les résultats obtenus 1l s’agit d’une bactérie appartenant a :
Famille: Burkholderiaceae
Genre: Burkholderia
Espece: Burkholderia cepacia. (Béatrice et al, 2014).
Ancienne taxonomie : Pseudomonas

Ce genre regroupe un ensemble de bactéries qui colonisent une tres large variété
de niches écologiques (sol, eaux, rhizosphére, plantes ...), gram-négatif, mobile, aérobie,
non fermentant, formant des batonnets. D’aprés Béatrice et al. (2014), cette bactérie
peut étre responsable de la mélioidose (maladie de Whitmore : image clinique variable
allant d’une infection latente au développement de plusieurs abces, pneumonie et
bactériémie). Burkholderia cepacia peut provoquer des infections graves chez des
patients atteints de fibrose kystique. Chez I’animal, elle donne lieu a la morve, une
infection qui touche les chevaux et autres solipédes (ane, mulet, ...).

D’autre part des résultats rapportés par Mao et al. (1998) ont montré la capacité
de cette bactérie a réduire en plein champ, les maladies de la tomate provoquées par
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum. En effet, Burkholderia
cepacia peut étre utilisée dans la lutte biologique et ce résultat explique justement
comment cette bactérie a freiné la croissance des moisissures testés (tableau 10).
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Conclusion
Le travail réalisé consiste a I’isolement et ’identification de souches fongiques
capables de produire des enzymes a intérét industriel. Ces microorganismes ont été
isolés depuis un lac d’eau douce (Timerganine) située a Oum EI Bouaghi, Algérie. En
plus de leur capacité a produire les enzymes, ces moisissures ont été testés pour leurs
activités antifongiques vis-a-vis d’un antagoniste (Cladosporium cladosporioides) et

aussi testées les unes contre les autres pour leur effet antagoniste.

L’isolement et la purification sont réalisés sur milieu PDA et pour la mise en
évidence de I’activité enzymatique, différents milieux gélosés sont utilisés avec addition
d’un substrat inducteur pour chaque enzyme.

Les résultats de I’examen macroscopique et microscopique ont montré la
présence de 18 souches de moisissures reparties en 9 genres dont Aspergillus est
dominants par 33 % suivi de Penicillium avec 22 % suivie de Fusarium avec un
pourcentage de 11 % et enfin Rhizoctonia, Chaetomium, Verticillium, Ascochyta,
Absidia, Alternaria avec un pourcentage de 5 a 6 %.

Une mise en évidence de la production de quatre enzymes hydrolytiques
extracellulaires (amylase, cellulase, pectinase et protéase) par les 18 souches isolées et

identifiées est réalisée.

Les souches fongiques ont montré clairement la capacité de chaque souche isolée
a produire au moins deux enzymes. Par ailleurs pour étudier le test d’antagonisme de
nos souches. Le travail a été realisé selon la confrontation direct. Le test de
I’antagonisme entre les 9 isolats fongique choisi (Rhisoctonia, Chaetomium,
Verticillium, Aspergillus, Ascochyta, Absidia, Penicillium, Alternaria, Fusarium solani
et Aspergillus niger) contre Cladosporium cladosporioides a révélé que ce dernier a
inhibée totalement la croissance des souches testées a I’exception d’Aspergillus niger.
Par ailleurs, les résultats de la confrontation directe entre les différents isolats fongiques
les unes contre les autres ont montré des pourcentages d'inhibition variant entre 17,74 a
90,78 %.

Certains tests d’antagonisme ont présenté une contamination bactérienne et
I’identification de cette derniére a montrée qu’il s’agit de colonies rondes de grande
taille avec un aspect bombée. L’observation microscopique montre une forme de

bacilles a Gram négatif mobile. En effet les tests biochimiques ont permis d’obtenir le
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profil numérique de cette bactérie et a partir d’une base de données spécifique, cette

bacteérie est identifiée comme étant Burkholderia cepacia.

Enfin ces résultats ouvrent d’autres perspectives qui consistent & la production
d’enzymes par fermentation et déterminer les propriétés physico-chimiques et
moléculaires de ces enzymes. Aussi identifier les métabolites secondaires capables
d’effets antagonistes vis-a-vis d’autres souches dans une démarche environnementale
dans la lutte biologique.
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Résumé

Résumé

Dans le cadre de la recherche d’enzymes d’intérét industriel, des isolats fongiques isolés
depuis un lac d’eau douce se trouvant a Garaet Timerganine, Oum EI Bouaghi, Algérie
ont été testes. Dix-huit souches de moisissure sont purifiées et identifiées puis testées
pour leur activité enzymatique et finalement des tests d’antagonisme entre les isolats et
contre une souche entomopathogéne (cladosporium cladosporioides).

L’étude macroscopique et microscopique des souches fongiques a montré que les dix-
huit souches de moisissures représentent 9 genres (Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Rhisoctonia, Chaetomium, Verticilium, Ascochyta, Absidia et Alternaria). Les genres
les plus dominants sont Aspergillus et Penicillium.

Les activités enzymatiques recherchées (amylolytiques, cellulolytiques, pectinolytiques
et protéolytiques) chez les souches fongiques isolées sont testées sur un milieu
specifique pour chaque activité enzymatique. La totalité des souches fongiques
présentent au moins deux activités enzymatiques.

Les résultats de la confrontation des différents isolats ont permis d’obtenir une
inhibition totale de 1’antagoniste cladosporium cladosporioides vis-a-vis les isolats
fongiques testées. A I’exception d’Aspergillus niger qui présenté a un effet inhibiteur
sur cladosporium cladosporioides par ailleurs la confrontation entre nos souches
montrent un pourcentage d'inhibition variant de 17.74 a 90.78%.

Une contamination bactérienne dans quelques boites a été signalé et 1’identification du
contaminant montre que cette bactérie est Burkholderia cepacia.

Mots clés : lac d’eau douce, moisissures, amylase, cellulase, pectinase, protéase,
antagonisme.



Abstract

Abstract

As part of the search for enzymes of industrial interest produced by fungal isolates
isolated from a freshwater lake in Garaet Timerganine, Oum El Bouaghi, Algeria.
Eighteen mold strains were purified and identified and tested for their catalytic activity
and finally antagonistic tests between the isolates and against an entomopathogenic
strains (it is Cladosporium cladosporiodes).

The macroscopic and microscopic study of the fungal strains showed that the eighteen
strains of isolated, tested and selected molds represent 9 genera (Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Rhizoctonia, Chaetomium, Verticillium, Ascochyta, Absidia and
Alternaria). The most dominant genera are Aspergillus and Penicillium.

The desired enzymatic activities (amylolytic, cellulolytic, pectinolytic and proteolytic)
in isolated fungal strains are tested on a specific medium for each enzymatic activity.
All the fungal strains and have at least two enzymatic activity.

The results oh the contacting of the different isolates obtained by the direct
confrontation method, made it possible to obtain a total inhibition of the antagonist
Cladosporium cladosporiodes vis-a-vis the fungal isolates tested. With the exception of
Aspergillus niger and the only strain that has an inhibitory effect on Cladosporium
cladosporiodes otherwise the confrontation between our strains show a percentage
inhibition range from 17.74 to 90.78 %. What a significant, medium and in some cases
very significant effect like Aspergillus niger.

Bacterial contamination in a few cases has been reported and identification of the
contaminant shows that this bacterium is Burkholderia cepacia.

Key words: freshwater lake, mold, amylase, cellulase, pectinase, protease, antagonism.
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Annexe 01 : Solutions
» Eau physiologique

Chlorure de SOAIUML. .......oeii et O¢
Eau distill€e. ... 1000 ml

» Solution de chlorure de sodium (NaCl) 1M

Chlorure de SOAIUML. .......oouiitii e 5844 ¢
Eau diStillée. . ...t s .1000 ml

Annexe 02 : Milieux pour I’isolement et la purification

» Milieu Poato Dextrose Agar (PDA)

POmme de terre ....oeeieii i e 200 g
GIUCOSE ...ttt e e e 20¢g
N . ) PP 20g
Eau distill€e. ..o 1000 ml

Laver la pomme de terre et la couper en petit cubes

- Mettre dans 500 ml d’eau distillée et porter a 1’ébullition pendant 1 heure.
- Ecraser et filtrer la pomme de terre afin d’obtenir 1’extrait.

- D’autre part, faire fonder 1’agar dans un petit volume d’eau distillée.

- Ajouter le filtrat a la solution d’agar.

- Ajouter le glucose.

- Ajuster le volume a 1000 ml.

- Agiter le milieu jusqu’a homogénéisation.

- Stériliser par autoclavage a 121 °C pendant 20 min.

» Gélose nutritive (GN)

Extrait de viande ..o 10 g

EXtrait de IOVUIe .......oei e 2g

P 0N ... 5¢g

Chlorure de SOAIUIM ...ttt e et e e e e e eeeeeans S5¢g

N ) PP I5¢g

Eau distillée ......ooeon 1000 ml
pH=7,4

Annexe 03 : Lactophénol-bleu coton

PhENOI BN CIISTAUX ....vit it e e e et e e e 20g
ACIAE 1ACTIQUE (25 %0) . vvneeee i e 20 ml
GLYCETOL. . .o e e 20 ml

Bau diStIllEe. .. oottt e 4 ml
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Bleu de mEthylene...... ..ot s 05¢g

Annexe 04 : Milieux pour les tests enzymatiques

» Milieu PDA a1 % d’amidon

Extrait de pomme deterre .......coooiint i 1000 ml
AMIAON ..o e e 10g
GIUCOSE ettt e e e 20g
N 20g

- 200 g de pomme de terre non pelées vieilles sont lavés et coupés en petites dés
ensuite mis dans un litre d’eau distillée et portés a ébullition pendant lheure, ils sont
enfin écrasés, filtré, compléter a 1 L d’eau distillée.

- L’agar et I’amidon sont dissous a chaud dans I’extrait de pomme de terre.

Compléter a un litre d’eau distillée, ajuster le pH a 5 et stériliser a 110 °C, pendant

30 min.

» Milieu (CMC-agar)

O 20g

Extrait de IeVUre ... ..o e 5¢g

N P I5¢g

Eau distillé. ... 1000 ml
pH=5

» Milieu pectine

POCHINE. ...t et D

EXtrait de IOVUIe. ... ..ot 5¢g
N ) PSR 20g
Eau distill€e. ..o e 1000 ml

Lait €CTEME ..ottt e e et 100 g
AAT. .o e ettt et 20g
Eau distill€e. ......onen i 1000 ml
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Annexe 05 : Les indicateurs colorés
» Rouge Congo a0.1%

ROUZE CONEO . .eeeieee e e et e 0.1g
Eau distille ... e 100 ml

- Dissoudre 0.1 g de Rouge Congo dans un petite volume d’cau distillée puis
compléter le volume jusqu’a 100 ml.

» Eauiodée (Lugol)

(0T PPN lg
Todure de POLASSTUM ......ieieet ittt et ettt et e rer e e e e e e eeeens 2¢g
Eau distille ... 100 ml

- Dissoudre 2 g d’iodure de potassium dans un peu d’eau distillée puis ajouter 1g
d’iode, ensuite compléter a 100 ml d’eau distillée (ajouter éventuellement un peu
d’iode pour permettre la dissolution totale de 1’iode).

> Acétate de cuivre a 7.5 %

ACELAtE € CUIVIC. ...ttt et e et e e e eeeee e 75¢g
Bau diStill€e. .. ..ot 100 ml

- Dissoudre 7,5 g de I’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis
compléter le volume jusqu’a 100 ml.
- Dissoudre 1’agar dans de I’eau distillée chaude
- Agiter jusqu’a homogénéisation pour obtenir 1I’eau gélosée
- Stériliser par autoclavage a 121 ° C pendant 20 min.
- Ajouter le lait écrémé stérile juste avant 1’utilisation du milieu

Annexe 06 : Réactifs de la coloration de Gram

» Violet de gentiane

Violet de GeNtiane. .........oviriiit i e lg
Alcool EthyliquE @95 %6 . ..ovieii e 10 ml
PRENOL. .. e 2g
Eau distill€e. ..o 100 ml

» Lugol de Gram
Todure de POtaSSTUML. ... .unt ittt et e e e lg

JOde e e lg
Bau diStIllEe. ..ottt 300 ml
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» Fuschine de ziehl (Guiraud et Galzy, 1980)

FUSChINe. .. ..o lg
AICOO! EthYIIGUE 8 95 Y0, 10 mi
Phénol ajoutés a 100 ml d’eau distillée.............ooiiiiiiiiiii e S5g

Annexe 07 : Galerie Api 20 NE
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C€ §lre | ]|
5 st [ /‘ ) / !
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gﬂpl 20 NE Bgen/ Origem / MpoéAeuon /

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie

GOl

’ /\ 7o\ =N | GRS
24“ +) +) | ( .
e ge e toguagoE ool
u‘vQ (‘J\‘/ l&/ \J ) v4 \D\QJ“ < \4/'\1/[@)54
Ny, TRP OGU | A URE ESC GELPwewmmwwmummmmmmm'h}"r
L R S Y L B W o B W I
4h ;C il T B, TR R e L U T |
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Activites hydrolytiques et antagonistes des moisissures isolées
depuis le lac d’eau douce « Timerganine »

Mémoire de fin de cycle pour 1’obtention du diplome de Master en Ecologie Microbienne

Dans le cadre de la recherche d’enzymes d’intérét industriel, des isolats fongiques isolés depuis un lac
d’eau douce se trouvant a Garaet Timerganine, Oum EIl Bouaghi, Algérie ont été testés. Dix-huit souches
de moisissure sont purifiées et identifiees puis testées pour leur activité enzymatique et finalement des
tests d’antagonisme entre les isolats et contre une souche entomopathogéne (Cladosporium
cladosporioides).

L’étude macroscopique et microscopique des souches fongiques a montré que les dix-huit souches de
moisissures représentent 9 genres (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhisoctonia, Chaetomium,
Verticillium, Ascochyta, Absidia et Alternaria). Les genres les plus dominants sont Aspergillus et
Penicillium.

Les activités enzymatiques recherchées (amylolytiques, cellulolytiques, pectinolytiques etprotéolytiques)
chez les souches fongiques isolées sont testées sur un milieu spécifique pour chaque activité enzymatique.
La totalité des souches fongiques présentent au moins deux activités enzymatiques.

Les résultats de la confrontation des différents isolats ont permis d’obtenir une inhibition totale de
I’antagoniste Cladosporium cladosporioides vis-a-vis les isolats fongiques testées. A I’exception
d’Aspergillus niger qui présenté a un effet inhibiteur sur Cladosporium cladosporioides par ailleurs la
confrontation entre nos souches montrent un pourcentage d'inhibition variant de 17,74 a 90,78 %.

Une contamination bactérienne dans quelques boites a été signalée et I’identification du contaminant
montre que cette bactérie est Burkholderia cepacia.

Mots clés : lac d’eau douce, moisissures, amylase, cellulase, pectinase, protéase, antagonisme.

Laboratoire de recherche : Laboratoire de Zoologie. Faculté S.N.V. U. C.1; E.H.S. C.
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