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Introduction

Le sol apparait comme siége d’une vie microbienne complexe et il est déterminé par leur
fertilité, le processus de formation de sol qui se produit dans I’environnement dépendant
fortement des activités de plusieurs microorganismes tel que les bactéries, actinomycetes,

champignons microscopiques (Kutateladze et Sadunishvili, 2016)

Ces microorganismes jouent un indéniablement un role actif dans les cycles de matiere et
la transformation d’¢éléments organiques et minéraux (Pessis, 2020), tandis que ’activité de
ces populations est variable d’une région a une autre et dépend du contenu de maticre
organique du sol, sa texture, pH, humidité, température, aération et autres facteurs (Almi,
2016)

Environ 80 000 a120 000 especes des champignons ont été décrit a ce jour bien que le nombre
totale des especes soit estimé a environ 1.5million cela ferait des champignons I'un des
ressource de biodiversité les moins explorés de notre plante(Zarafi et Dauda,2019),ces
champignons ou appeler les mycetes sont des hétérotrophes du point du vue métabolique ils
sécrétent des enzymes dans le milieu qui dégradent les divers composés organiques qui les
entourent et réduisent en petit molécules solubles (Mesfek,2014)

Ces champignons constituent des sources des enzymes plus facilement exploitables tandis que
ces enzymes fongiques restent les outils clés de la biotechnologie et refletent de plus en plus

I’importance et le role infini des moisissures dans différentes applications (Compaore et al,
2017)

Plusieurs enzymes produites par les microorganismes extrémophiles sont appelées des
extremo-enzymes qui sont capables de catalyser des réactions chimiques dans des conditions
difficiles et offrent des nouvelles alternatives catalytiques pour les applications industrielles
(Sarmiento et al, 2015)

Dans ce cadre, le présent travail est réalisé, dont le premier objectif est d’isoler et identifier
des champignons résistants aux conditions extrémes de milieu et de tester 1’activité

enzymatique de ces souches fongiques

Pour atteindre notre objective, nous avons procéde a certains applications pratiques :



Introduction

» La premicre étape concerne I’isolement des souches fongiques a partir des trois
stations d’une source thermale (I’eau thermal, le sol humide de source thermale et le
sol proche de cette source)

» La deuxieme étape concerne I’identification de ces souches fongiques par 1’utilisation
des techniques morphologiques

» La troisieme étape concerne la mise en évidence de la production de sept enzymes
(protéase, amylase, pectinase, laccase, lipase, chitinase, cellulase) par les isolats
fongiques

» La derniére étape est 1’étude de 1’activité antifongique et antibactérienne des isolats
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Chapitre I : Régions Hydrothermales

|.  Lesrégions hydrothermales

Les régions hydrothermales sont considérées comme les meilleures sources des
populations microbiennes avec une grande biodiversité, ces espéces dits « Extrémophiles »
vivent dans des conditions extrémes de Température, de gaz dissous, de pH, de pression, et de
concentration de métaux, ce caractére donne I’avantage d’avoir développé des composants
cellulaires aptes a fonctionner dans ces conditions extrémes telle que la sécrétion des

protéines et des enzymes thermostables (Querellou, 2004).

1. les eaux thermales
Les eaux thermales sont des eaux naturellement chauffées, d’origine souterraine et
contient de nombreux minéraux et d’oligo-éléments, des composes organiques de faible poids
moléculaire et des propriétés chimiques, elles se composent majoritairement de ces éléments :
Les chlorure, les sulfates, les carbonates, le sodium, le calcium, le fer et autres (Bouanane,
2012).
Ces sources chaudes sont liées a des processus magmatiques et a la proximité d’un systéme
volcanique, et peut étre liées a un gradient géothermique supérieur a la moyenne. Donc leurs
gamme de température dépasse la température naturelle de I’environnement est tres étendue et

s’étage entre 20 et 100 °C (Gillard, 2022).

1.1 Microflore des eaux Thermales

Les eaux thermales ne sont pas stériles, elles hébergent une flore microbienne autochtone,
dont les caractéristiques physiologique et métabolique trés diverses et jouent un role
principale dans les cycles biogéochimiques.

Ces micro-organismes appartiennent de la régne procaryote avec leurs deux domaines
bactéries et archées, « Thermophiles » et « Hyper-thermophiles » ces derniéres peut se
développent a des températures supérieures a 80°C, tandis que les eucaryotes ne
s’apparaissent pas au-dela de 60°C. Seules quelques champignons et les eucaryotes
unicellulaires supportent 60°C. Au-dessus de cette température, on ne rencontre plus des
archees et des bactéries thermophiles et hyper-thermophiles. On ne trouve plus des bactéries
au-dela de 95 °C. Aussi-dessous de cette température limite, c’est le territoire exclusif des
archées dont certaines se développent en milieu para-volcanique jusqu’a 110-115 °C. (Michel
et Pierre, 2018).
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1.1.1 Bacteéries
Sont des bactéries aéro-anaérobies facultatifs thermophiles se développent a 45 °C sur
gélose nutritif. 11 se trouve deux formes sporulantes chez le genre Bacillus et le genre
Thermobacillus .cette résultat obtenue Apres I’isolement I’identification des souches
bactérien a partir des sources chaudes (Bankahoul.M, 2017).
1.1.2 Archées
Les archées sont des microorganismes procaryotes dont la morphologie ressemblait
beaucoup a celle des bactéries, isolés dans des régions d’activités géothermales terrestre et
marin. 1ls sont thermophiles et hyperthermophiles, dans la deuxieme les plus connes
extérmophiles par exemple I’espéce Pyrolobus fumarii qui se développer a des températures
entre 90°C et 113°C avec un optimum 106°C.
Ces microorganismes présentent des caractéristiques physiologiques et métaboliques trés
diverses et interviennent dans la majorité des grands cycles biogéochimique, notamment celui
du soufre (Michel et Pirre, 2018).

2. lesol

Le sol est une couche supérieure de la croute terrestre transformée par des processus
climatiques, Physicochimique et biologique, composée de particules minérales organique,
d’eau, d’air (Bispo et al, 2016).

Le sol c’est un grand réservoir de biodiversité, des microorganismes trés divers en taille,
forme, fonction et couleur, des mammiféres eucaryotes aux procaryotes microscopigues.
Comme exemple dans un centimetre cube du sol, il se trouve entre 100 et 9000 des
procaryotes (bactéries et archées), les champignons qui sont des eucaryotes représentent

environs 100000 espéces jusqu’a maintenant, les autres groupes moins nombreux.
Ces organismes classés selon la taille en 4 classes :

Microorganismes : sont les plus petites, bactéries et champignons.

Microfaune : les nématodes et les unicellulaires eucaryotes.

AU RN

Mésofaune : les groupes des acariens, collemboles et des enchytraeides.
v" Macrofaune : elle contient plusieurs groupes, des détritivores, les isopodes ou les
millepattes, les prédateurs, les chilopodes et quelques groupes de coléopteres, insectes

sociaux, fourmis et termites (Hattenschwiler et al, 2018).
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2.1 La microflore du sol

Une cuiller du café du sol forestier peut contenir des millions de bactéries, des centaines de
metres de filaments de champignons (Jeffery et al, 2010). La flore tellurique ou la flore du sol
soit des procaryotes (Bactéries) soit des eucaryotes (protozoaires, algues et champignons) et

des virus. lls sont jouent un réle principal dans :

v La dégradation de cellulose.
v La friabilité des sols.
v Le godt moisi des terres (lyane Saw, 2013).

2.1.1 Bactéries

Sont des microorganismes procaryotes tres abondants dans le sol, les espéces bactériennes
sont incroyablement diversifiés avec 1 a4 2 um de longueur dans 1’aérobiose et I’anaérobiose,
leurs développement basé sur la consommation de la matiére organique par la sécrétion des
enzymes extracellulaires. Elles peuvent étre classées selon plusieurs méthodes, et classées en
5 classes selon la matiére organique qui sont dégradé : les bactéries cellulolytiques, les
bactéries pectinolytiques, les bactéries ammonifiantes, les bactéries nitrifiantes et les bactéries

fixatrices d’azote (Riou, 2018).

Les bactéries qui ont un mode de vie symbiotiques se développent dans les cellules des
nodules racinaires qui les nourrissent tandis que les bactéries capables de réduire 1’azote de

I’aire en azote assimilable par la plante (Hamid et Marc, 2020).

2.1.2 Cyanobactéries

Les cyanobactéries (algues bleu-vert), sont des microorganismes autotrophes dans la quelle
leur photosynthése productrice d’oxygene, responsable de la création de I’atmosphére aérobie
de la terre. Et sont des agents majeurs dans le cycle biologique du carbone, d’azote et
d’oxygeéne. Ils ont la capacité a résister les conditions environnementales défavorables et
Extrémes, par leur caractére de stockage des nutriments essentiels (phosphore, azote, carbone,
fer) (Meriluoto et Spoof, 2017), telle que le genre Chroococcidiopsis qui dominent les

communautés vivants dans les roches dans les déserts extrémes.



Revue Bibliographique

Ils sont présentent sous forme libre et symbiotique dans les environnements terrestres

Chapitre I : Régions Hydrothermales

(forment une symbiose de large gamme d’hoéte) et aquatique. Leurs mécanismes adaptatifs et
les services essentiels d’écosystéme qu’ils fournissent, principalement en tant que médiateurs

des cycles biogéochimiques, ont un réle écologique important (Kumar singh et al, 2020).

2.1.3 Champignons

La régne «Fungi », appelé aussi Eumycota, constitue une vaste groupe des organismes qui
sont des champignons.

Ce sont des organismes eucaryotes hétérotrophes caractérisé par une paroi cellulaire
constitue de la chitine et B-glucane, et une appareille végétative tres simple, le thalle est
unicellulaire ou filamenteux, elles se reproduisent par intermédiaire des spores, ces dernieres

peuvent se former par voie sexuée ou asexuée (Nasraoui, 2006).
IIs sont considéres comme des novateurs des sols par :

v' La capacité de décomposé la cellulose et la lignine et les résidus jouent un réle
principale dans la création de I’humus, la partie organique qui permet la formation des sols.

v Les mycorhizes ont un mode de vie symbiotique permettent aux plante de mieux se
nourrir, méme de produire des antibiotique, aussi augmenter leur état de veille sanitaire.

v Le nettoyage des sols par la régulation des especes prédatrices, ils capables de piéger

les nématodes et les protozoaires par leurs mycéliums (Christian, 2011).

2.14 Algues
Les algues sont des microorganismes vivants eucaryotes photosynthétiques qui vivent dans
I’eau ou sur certaine terrains.
Selon The new phytologist «Cinque millions d’algues microscopiques habitent en moyenne
de chaque gramme de sol » cette étude publiée février 2022. Les chercheurs constatés que les
algues du sol captaient environ 3,6 gigatonnes de carbone par an, soit 30% des émissions émis

par I’homme (Jassey et al, 2022).

2.1.5 Protozoaires
Les protozoaires sont des petites organismes d’une taille de 1 mm, peuvent forment des
colonies prédatrices trés efficaces. lls sont unicellulaires, hétérotrophes, la majorité sont

aerobies, et classés parmi les protistes.
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Ils ont un réle principal dans la diversité des sols par leurs caracteres de :

Chapitre I : Régions Hydrothermales

v" Phagocytose (absorption) la digestion puis rejet de leurs exsudats dans le sol, libérent
des minéraux NH,", NOg".

v La sécrétion des enzymes capables de polymériser la cellulose et la lignine, aidant,
facilitant et complémentant de I’activité des champignons, actinomyceétes et bacteries.

v' Alimentent la chaine trophique dans le sol, la paroi de tous les animaux invertébrés

(nématodes et microorganismes arthropodes) (Christian, 2011).
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I. Genéralité sur les champignons

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes dépourvue de chlorophylle donc
sont non photosynthétiques (Gladwin, 2014), chimiohétérotrophes ils sont utilisent la matiére
organique comme source de carbone, d’¢lectrons et d’énergie, et de nourrissent par absorption
(Tortora, 2019) qui se reproduisent de facon sexuee et asexuée (Prescott, 2010) et sont
considérées comme des producteurs infatigables des spores, un seule champignon peut en
produire des milliards (Perry, 2004) la plupart des champignons sont des aérobies strictes ou

aéro-anaérobies facultatifs.

Ils sécrétent des enzymes qui dégradant une grande variété des substrats organiques en
nutriment solubles, la cellule fongique posséde au moins un noyau avec une membrane
nucléaire. Ces eucaryotes posseédent une paroi cellulaire rigide détermine leur forme et les
protéger contre 1’osmose et d’autres stresses environnementaux, les parois cellulaires sont
composées en grande partie de couche d’hydrates de carbone, de longue chaine de
polysaccharides (la chitine, les glucanes, les mannanes, des polyméres de mannose), ainsi que

de glycoprotéines et de lipides.
Ils se répartissent en deux grands groupes (Ridel, 2019) ;

e | evures: c’est une forme de croissance unicellulaire, peuvent avoir un aspect sphérique a
ellipsoidal, se reproduisent par bourgeonnement.

e Moisissures : des tubules cylindriques ramifiées appelés hyphes formées des colonies
multicellulaires, se développent par extension longitudinale et produisent des spores (les
corps reproducteurs des moisissures) (Gladwin, 2014)

Leur réserve principale présentée par le glycogene est le polysaccharide, donc pour la
synthese de leurs propres acides aminées et protéines, utilisent des glucides (de préférence le

glucose et le maltose) et des composées azotées (Perscott, 2003)

1. Moisissures
Les moisissures, appelées aussi champignons filamenteux sont des eucaryotes
hétérotrophes, immobiles et multicellulaire, un champignon filamenteux est composé par un

appareil végétative est le thalle (Guirand, 2012), constitué de filaments longues, fins et
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ramifiées appelés les hyphes ; qui ont une structure cellulaire mycélienne (thalle), il se trouve
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deux forme d’hyphe (Prescott et al, 2010)
v Hyphe asepeté (cénocytique) : le protoplasme coule dans I’hyphe sans cloisons, donc
démontre comme une longue cellule a des noyaux multiples.
v" Hyphe sepeté (segmenté) : le protoplasme est divisé par des cloisons percées des
pores pour le passage de cytoplasme, ces septums donné un aspect des cellules

distinctes avec un seul noyau (Tortora, 2019)

Ils ont une partie végétative assure leur développent, et un forme de protection, de
multiplication et de dissémination de 1’espéce, la spore (d’origine végétative ou sexuelle)

(Guiraud, 2012).

2. Classification
La base morphologique initiale de la classification des champignons s’applique
fondamentalement uniquement pour les champignons cultivables a 1’échelle du laboratoire. Ils

sont observés, au niveau macromorphologique, au niveau micro-morphologique.

Les champignons généralement classé en quatre types : Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota et Basidiomycota. Cependant, ils ont récemment été reclassés en neuf classes :
Opisthosporidia, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota,
Zoopagomycota, Mucoromycota, Glomeromycota, Basidiomycota et Ascomycota (Kumar
Gupta et Editors, 2022).

2.1 Opisthosporidia
Le nouvel embranchement Opisthosporidia a été récemment établi pour accueillir les trois
phyla, Cryptomycota, Microsporidia et Aphelida. Ils sont uni par un mode de nutrition
essentiellement phagotrophique, la formation de kystes avec un appareil de pénétration et la
présence de mitaines tubulaires (Kumar Gupta et Tuohy, 2016). La (Figure 01) representé un
sporoblaste de Fibrillanosema crangonycis de Microsporidia (Naranjo-Ortiz et Gabaldon,
2019).

Figure 01 : Sporoblaste de Fibrillanosema crangonycis.
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2.2 Chytridiomycota

Cet embranchement comprennent des champignons considérent comme un lien unique
demeurant entre les champignons et les protistes (Trtora, 2003).

Ils sont des organismes unicellulaires, coloniaux ou filamenteux avec une nutrition par
absorption, et qui se reproduisent par la production des zoospores mobiles propulsées par un
seul flagelle unique (Kaczmarek et Bogus, 2021) postérieur en forme de coup de fond, sont
coenocytique, sans distinction entre les cellules individuelles. Ces microorganismes
unicellulaires possedent des hyphes ramifiés avec des rhizoides. Leurs filaments sont longs et
tubulaires avec un revétement de cytoplasme et une grande vacuole au centre (Meconnaughy,
2014) et leur classification basee sur la morphologie des zoospores, la reproduction sexuée
aboutit a la formation de sporange qui libére des sporangiospores (Prescott, 2010). La (Figure
02) Représente le thalle d’Obelidium mucornatum en cours de différenciation en un sporange
d’ou seront libérées les zoospores, de minces rhizoides s’étendent a partir de la base du thalle

(Watkinson, 2015).

Figure 02 : Obelidium mucornatum.

2.3 Neocallimastigomycota

Le phylum Neocallimastigomycota comprend des champignons zoosporiques, anaérobies
habitent dans le tractus gastro-intestinal des mammiferes herbivores. Un mode de vie stricte
ou I’absence de mitochondries, cytochromes et d’autres caractéristiques biochimiques de la
voie de phosphorylation, ces mycetes a une capacité d’adaptation avec 1’anaérobiose par des
organes spécialisés appelées hydrogénosomes (Gruninger, 2014), ils ont étant connues par une
grandecapacité de dégradation de polymeres vegétaux, donc la production de biocarburants et
de biogaz a partir de la biomasse végétale (Hanafy, 2019). La datation moléculaire de ce
groupe suggerer que est plutét moderne, s’étant diversifié en association avec I’émergence des

graminées et des mammifeéres herbivores, donc les Neocallimastigomycota pourrait suggérer
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que ils constituent en fait une lignee hautement spécialisée. Quelque exemples des espéces de
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cette embranchement représente par la (figure 03) (Wang et al, 2017).

Figure 03: Morphologie des champignons anaérobies du yak.
Neocallimastix sp. A : thalle, B : zoospore ; Orpinomyces sp. C : thalle,
D : zoospore ; Caecomyces sp. . E, g thalles, F, H zoospores.

2.4 Blastocladiomycota

Le Blastomycota est un phylum monophylétique de champignons (Archibald et Simpson,
2017) ne contient qu’un seul ordre des Blastocladiales, qui sont des vrais champignons
produisent des zoospores, avec des hyphes bien développées, une mitose fermée (Kaczmare et
Bogus, 2021). Le thalle est aseptique et multinucléaire, monocentrique, composé d’un seul
sporange a de rhizoides attachés a des mycéliums plus attendus. Ils de reproduisent de fagon
asexué par la production des zoospores uniflagellés postérieurement, et de facon sexué par la
formation d’un zygote grace a la fusion des paires de gametes uniflagellés (Archibald et
Simpson, 2017). |Initialement les membres de ce phylum étaient placés dans le
chytridiomycota, en 2006, ce taxon a été divisé en trois phyla: Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, et Neocallimastigomycota. Les Blastocladiomycota se distinguent des
autres membres du Chytridiomycota original parc qu’ils présentent une méiose sporique
plutét que zygotique et qu’ils plutét qu’une méiose zygotique et possedent plusieurs
caracteres ultrastructuraux qui sont plus similaires aux « champignons supérieures » (Gorczak
et Trigos-Peral, 2021). La figure 04 représenté 1’aspect des zoosporanges matures de Rozella

allomycis, devient de Rozellidea (Naranjo-Ortiz et Gabaldon, 2019).
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Figure 04 : Zoosporanges matures de Rozella allomycis.

2.5 Zoopagomycota :
Zoopagomycota est la sceur de Mucoromycota +Dikarya. Il comprend trois subphyla :
Zoopagomycotina, Entomophthoromycotina, et Kickxellomycotina. Ils sont des pathogéne et
des commensaux des animaux, des parasites d’autre champignons et amibes, et rarement

comme associés aux plantes.

Ils sont des champignons filamenteux non flagellés. La reproduction asexuée se fait par
conidies ou sporanges (Spatafora, 2017), leur reproduction sexuelle caractérisée par un
méiosepores sexuelles (zygospores) produit par la fusion d’hyphes conjugués. Ils sont
représentent la premiére radiation terrestre du regne fongique, intermédiaire donc entre les
chytrides aquatique flagellés et les Dikarya multicellulaire non coenocytique (Corsaro et
Kohsler, 2017). Deux especes : capture rotifer Zoophagus insidians (Barron et George, 2013)

et Basidiololus ranarum (The university of Adelaide, 2021) sont présentés par (la figure 05).

N, \,
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Figure 05 :1) Zoophagus insidians (2) Basidiololus ranarum, 3) Des conidies et un sporophore du
conidium de Basidiololus ranarum.
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2.6 Mucoromycota

Contrairement aux Zoopagomycotina, les Mucoromycota caractérises par des associations
de plantes et des écologies basées sur les plantes (par exemple les mycorhizes, les endophytes
des racines, les décomposeurs, etc.). Morphologiquement ils ressemblants les zygomycétes
dans la production des hyphes coenocytique et des spores asexuée terminale et subterminale
(Spatafora, 2017).

Les mucorales comprend des especes morphologiquement caractérisées par la formation
d’une spore sexuelle appelé zygospore dans un zygosporangium formé apres la fusion de deux
gametes, et par la production de structure asexuée (sporanges, les sporangioles, et les
merosporangia). Certain ils ont des propriétés biochimiques comme la production des
enzymes, telle que la pectinase, ’hémicellulase, rendent ces champignons essentiels pour le
recyclage des nutriments (Lima et al, 2020). La (figure 06) présente la morphologie
microscopique de deux espéces de cette embranchement, Rhizopus arrhizus (Société Francais
de Microbiologie, 2020). Et Mucor spp.
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Figure 06 : 1) Rhizopus arrhizus 2) Spornges, Columells et sporangiospores de Mucor spp.

2.7 Glomeromycota

Les glomeromycetes sont des champignons a 1’exception d’un seul genre- caractérisées par
la formation des mycorhizes a arbuscules, leurs identifications basées sur la morphologie, la
formation, la structure de paroi de spores (Ohel et al, 2011) ils sont des biotrophes mais n’est
pas obligatoire ou leurs mycéliums capables de croitre avec la production de nouvelles spores
(Sturmer, 2012). Dans ce groupe on distingue actuellement quatre ordres, les Glomerales ou
Glomales, les Diversisporales, les Paraglomerales, et les Archaeosporales (Mtibaa, 2019).
Les Glomeromycota a été séparé du reste du Zygomycota sur la base de : les premiéres
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phylogénies des protéines ribosomales. Leur mycélium du champignon se développe a
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I’intérieure des racines des plantes, comme exemple la (Figure 06) représenté le mycélium et
spores multinuclées spores de Rhizophagus intrarradices se développent en association avec
une racine de plante (Naranjo-Oritz et Gbaldon, 2019).

Rhizophagus intrarradices

2.7 Basidiomycota :

Les basidiomycetes sont des champignons supérieurs, leurs hyphes complétement
segmentés par des septa, caractérisés par une forme massue appelée baside, qui se situe a
I’extrémité de I’hyphe (Bousseboua, 2005), les basidiospores se forment au niveau de cette
forme (Tortora et al, 2003), Leurs mode de vie est principalement saprophyte, et ils se
trouvent sous deux formes, hétéro et homobasidiomycetes (Mtibaa, 2019). La (figure 08)
représente une culture de Moniliella sp. Et des corps fructifiant en crolte d’Amylostereum
(Spatafora et al, 2017).

Figure 08 : 1) Moniliella sp. 2) Amylostereum.

2.9 Ascomycota

Les ascomycétes sont des champignons généralement ont un intérét économique importent

(Perscott et al, 2003), appelées aussi mycetes a sacs et comprennent des moisissures a hyphe
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cloisonné et certains levures (Tortora et al, 2003), la reproduction chez les ascomyceétes se fait
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de manicre asexuée par la production des conidiospores, et d’'une manicre sexuée entraine la
formation d’un asque contenant des ascospores haploides (Prescott et al, 2010). La (Figure

09) représenté quelque formes d’asques de Ascomycota (Spatafora et al, 2017).

P
Figure 09 : 1) Asques unitunicate de Meurospora, 2) Asques bituniques de
Thaxteriella, 3) Asques operculé de Pezizo.

3. Reproduction chez les champignons :
La reproduction chez les champignons naturellement en formant des cellules spécialises
communément appelées les spores d’origine sexuelle ou végétative (Guiraud, 1998) il existe

deux mode de reproduction :

3.1 Reproduction Asexuee

La reproduction asexuée, ou la teléomorphe se fait sans fusion des gameétes et appeler la
sporulation correspondant principalement la dispersion des spores asexuée (Ghorri, 2015)

Tandis que les spores de reproduction asexuée sont deux types :

=  Spores asexuée endogenes

Produit a I’intérieur d’un sac fermé (sporange) et porté par le sporangiophores ces spores
sont observer chez les mucorales et aprés la maturation le sporange se déchirent et libérant
ainsi les endospores (Alban, 2016).

= Spores asexuée exogenes (conidies)

Former par bourgeonnement a partir d’une cellule spécialisé (cellule conidiogéne) en
forme de bouteille : phi alides, ces derniers sont porté par des organes appelés les
conidiophores (Alban 2016)

Ce type de spore retrouvée principalement chez les Ascomycetes, Basidiomycetes,

deutéromycetes (Tabuc, 2007).
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3.2 Reproduction Sexuée

Le processus de reproduction sexuée consiste en trois phases distinctes : plasmogamie,
caryogamie et méiose.

La plasmogamie consiste en état de fusion de cytoplasme de deux cellules haploides qui
aboutissent a une cellule binucléée appelée dicaryon contentant deux type de noyaux , ces
derniers vont fusionner lors de la caryogamie puis suivi par un méiose qui de nouveau ,réduit
le nombre de chromosomes au stade haploide (quatre cellule haploide) (Ghorri, 2015).

Cette reproduction sexuée permet a la production des spores spécialises tel que : les
oospores, zygospores, ascospores, basidiospores (Nasraoui, 2006). La (figure 10) c’un

exemple explicatif de la reproduction chez les ascomycetes.

Figure 12.9 The life cycle of Talaromyces, an ascomycete.
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Figure 10 : Cycle de vie de 7a/aromyces, de I’embranchement Ascomycota
(Tortora et al. 2016).

4. Conditions de croissance des champignons
4.1 Eléments nutritifs
Les champignons sont des hétérotrophes, elles exigent les éléments nutritifs digérés a
I’extérieur de la cellule et ne peut pas étre synthétisé de matiére organique issue de dioxyde de
carbone atmosphérique, en effet ils ne peuvent pas assure la photosynthese et synthétise leur

nutriment a partir de I’eau, minéraux.... (Lecellier, 2013)

lls sécrétent dans leur environnement des enzymes digestives qui dégradent la matiére

organique en nutriments puis ils absorbent ces nutriments (Schneider-Maunoury, 2019).
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4.1.1 Source de carbone et d’énergie

Les champignons n’pas la capacité de fixation de dioxyde de carbone comme les
autotrophes, divers composés organique peuvent étre utilisés comme source de carbone pour
les champignons (Nasraoui 2006).

La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le glucose, saccharose avec quelque

polysaccharide comme 1’amidon et la cellulose (Dendouga, 2006).

4.1.2 Source d’azote

La majorité des champignons assimile I’azote inorganique tel que le nitrate, ’ammonium,
I’urée et les acides aminés plus facilement assimilables par contre les protéines et les peptides
qui ne sont utilisé par la moisissure qu’apres leur dégradation (Bensmira, 2006)

Alors que certains espéces utilisent le nitrate et d’autres ne peuvent croitre qu’en présence

d’azote organique (Punt et al, 2002).

4.1.3 Eléments minéraux

La présence des ions minéraux dans le milieu de culture est nécessaire pour la reproduction
et la croissance de plusieurs espéces fongiques (Dendouga, 2006)

Il s’agit essentiellement le fer, zinc, cuivre, manganese, et le molybdeéne qui sont
nécessaires a la majorité des champignons et jouer des différents réles dans la cellule
fongique par exemple : le fer est contenu dans I’enzyme catalase dans les cytochromes

impliqués dans le transport des électrons (Nasraoui, 2006).

4.2 Facteurs physiques chimiques
La croissance des champignons dépendant des facteurs physiques chimiques et nous

examinerons quelques parameétres important.

4.2.1 Température

La température est un facteur trés important a une forte influence sur la croissance des
champignons la germination des spores et la reproduction (liying et al, 2022)

La plupart des champignons sont des mésophiles avec des températures optimales de

croissance comprise entre 20°C et 35°C, mais ils existent des moisissures des especes
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psychrophiles et d’autres thermo tolérantes et d’autres thermophiles qui peuvent croitre au-

dela de 50°C (Bousseboua, 2005).
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4.2.2 Activité en eau (AW)

Les champignons nécessitent la présence d’eau dans le substrat et dans 1’aire environnant
pour initier leurs développements tandis que la phase de germination nécessite un apport plus
important que la phase de croissance (Basset et Laffont, 2011).

La plupart des moisissures se développent bien pour activité d’eau voisines de 0.85, tandis
que les moisissures de genre Aspergillus se développer a des Aw voisin de 0.7 peuvent donc
se développer dans les aliments pauvre en eau par contre le fusarium qui se développer a Aw
supérieur a 0.9 (Tabuc2007).

4.2.3 pH

Les champignons croissent dans une large gamme de PH 5.5-7.5 avec une préférence pour
les milieux acides (PH=5) (Bousseboua, 2005).

Plusieurs champignons sont acides tolérant (Aspergillus, penicillium, fusarium) croissant
aux PH aussi bas que 2 seul certains sont réellement acidophiles comme Acontium velatum

qui peut croitre dans I’acide sulfurique.

4.2.4 Lumiére

Les radiations des spectres visible (380-720) n’ont en générale pas d’action sur la
croissance végeétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation (Dendouga,
2006). La lumiére favorise la germination des spores et dissémination fongique alors que les
moisissures indifférent a 1’action de la lumiére, certains especes ne peuvent pas se passer de

lumiére et d’autre la fuient (Alban, 2016).

4.2.5 Aération

Oxygeéne est un facteur important pour le développement des moisissures la plupart sont
des organismes aérobies qui sont besoin d’oxygene pour croitre mais a des concentrations
variable selon les espéces, mais certains moisissures et la plupart des levures sont des
anaérobies facultatives (Bousseboua, 2005).

Quelque autre champignons sont des anaérobies obligatoires qui ne tolérant en présence
d’oxygene la plupart d’entre eux sort des chytridiomycota et leur cellule somatique tués par la

présence d’oxygene (Nasraoui, 2006).
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5.  Mode de vie des champignons
Les champignons sont des hétérotrophes, ils développant plusieurs mode de vie selon les
interactions qu’il on avec leur milieu, les mycologues répartissent les champignons en trois

grand catégories en fonction de leur mode de vie (Després, 2012).

5.1 Saprophytes

Vont se développer grdce a la matiere organique mort animale ou végétale (litiere,
cadavres) voir des déjections ce sont détritivores ou décomposeurs (Fons et Morel, 2018)

Ils sont la capacité de consommer la cellulose ainsi que la lignine et sont considérés
comme les principaux recyclent de matiere organique a partir de matériel végétaux (calvez,
2009).

Comme les genres pleurotus et polyporus sont des saprophytes de bois alors que psalliotes

du genre agaricus poussent sur des sols riche en matiere organique.

5.2 Parasites

Les champignons tirent leurs nutriments d’organismes vivantes le font de divers manicre
(Lepp, 2013) certains parasites sont dits obligatoires alors que d’autre sont facultatifs ou
opportunistes, ils pénétrent chez 1’hot par voie naturelle (Stomates) ou occasionnelles
(blessures) ou soit par effraction en synthétise des enzymes (Fons et Morel, 2018)

On distingue deux types selon le substrat parasité les biotrophes qui survivant sur des
organismes vivants et les parasites nécrotrophes qui survivant en saprophytes sur 1’hote
parasité aprés sa mortes, et certains sont responsable de divers pathologie chez 1’homme,

animaux, plantes et méme champignons (Mesfek, 2014).

5.3 Symbiotique

Un autre grand groupe chez les champignons qui consistent a former des symbioses avec
d’autres organismes ce type de symbiose appelé les mycorhizes (du grec mykes, mycetes et
rhiza, racine) qui représente une association entre champignons et racine de la plante.

Le champignon symbiote vivent dans les organes d’absorption sains (racines, rhizomes) de
plante et profit de ressources carbonée synthétisées par la plante via de la photosynthéese qui
peut faciliter I’apport des éléments nutritifs pour la plante (Sangay-Tucto, 2018)

Les hyphes fongiques améliorent la nutrition hydrique et minérale de la plante hote grace a

I’augmentation de volume de sol et la production de certaines enzymes extracellulaires
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(protéinases, phosphatase) qui sont responsables de métaboliser des éléments nutritifs a partir
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de composés complexe du sol (Duponnois et al, 2013).

11 existe deux classes de mycorhizes d’importance pour les sols agricoles :

5.3.1 Ectomycorhizien

Peuvent étre formeées par certaines espéces de champignon comme basidiomycetes,
ascomyecetes (Francis, 2020) les hyphes fongique forment un manteau qui recouvre la surface
de la racine de plante puis la pénétration des hyphes dans la espace Apo plastique des cellules
racinaires ils forment alors une structure appelée le réseau de Harting ce qui permet les
échanges trophiques et la communication entre champignon et la plante (Miquel-Guennoc,
2017).

5.3.2 Endomycorhizien
Dans ce type de mycorhize les champignons colonisent les espaces intercellulaires des

racines des plantes ou qu’il se développe a I’intérieur des cellules (Sangay-Tucto, 2018)

6. Cycle de vie des moisissures
Le cycle de vie des moisissures est illustré par 4 principales étapes (Figure 11).

Germination, Elongation et ramification des filaments, Croissance du thalle, Sporulation et

dissémination.

Germination

spore avec tube
germinatif

spores Elongation et
Sporulation ramificationdes

et filaments
Hissémination .

A ThN hyphesramifiés
mycélium V

Croissance du thalle

Figure 11 : Cycle de vie des moisissures (vwv.aspergillus.man.ac.uk)
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Chapitre 11 : Champignons Microscopique

6.1 Principaux genres fongiques
6.1.1 Aspergillus

Aspergillus sont des moisissures saprophytes a filaments hyalins, cloisonnées, et sont
haploides. Ce genre appartient au groupe phylogénétique des Ascomycetes et a la famille de
Trichocomaceae, il comprend environ 185 especes morphologiquement, génétiqguement et
physiologiquement proche, dont une vingtaine d’especes sont impliqués dans des pathologies

animales et humaines (Desoubeaux G et al .2010).

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent associés

aux régions a climat chaud (Castegnaro M et al .2002).
6.1.2 Penicillium

Penicillium est bien connu comme 1’un des champignons filamenteux qui s’appartenant au
phylum des ascomyceétes, ils sont les plus courants présents dans une gamme variée
d’habitats, du sol a la végétation en passant par I’air, les environnements intérieurs et divers
produits alimentaires. (Visagie C.M.2014).
Ce genre contient plus de 480 espéces de champignons, et leur identification initiale est basée
sur la morphologie macroscopique des colonies telles que les types des colonies, la couleur, la
taille, la forme, les hyphes des colonies et les caractéristiques microscopiques (I’arrangement

des spores et des conidies). (Yin G et al .2021)
6.1.3 Fusarium

Le genre Fusarium est I’'un des principaux genres fongiques pathogenes phyto-toxiques
appartenant a la classe des Deutéromycetes. Ils sont plus fréguemment isolés des plantes
agricoles dont le blé et le mais .ils sont couramment trouvés dans le sol, les débris végétaux et
divers substrats organiques, ou ils vivent comme saprophytes (se nourrissant de matiére

organique morte) (Podgorska-Kryszczuk et al, 2022)

Ces moisissures ont la capacité de synthétiser nombreux métabolites toxiques, dont la
zéaralénone, les trichothécénes et les fuminosines, ces mycotoxines s’accumulent dans les

cellules végeétales avec lesquelles elles penétrent les chaines alimentaires humaines et
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animales, provoquant des graves maladies végeétales (Fusarioses), humaines ou animale
(Yuksektepe B, et al, 2022)

Chapitre 11 : Champignons Microscopique

6.1.4 Trichoderma

Est un champignon ascomyceéte de la famille des Hypocreaceae, il interagit avec les
racines, les feuilles et le sol. Ce genre est tres connu par leurs propriétés antagonistes et il été
utilisés comme agents de lutte biologique contre un large spectre de phytopathogénes (Mouria
et al ,2007). Les souches de Trichoderma peuvent étre identifiées par des caractéristiques
morphologiques communes qui sont un pigment conidien vert vif, ont une croissance rapide et

son ramifiées de maniére répétitive (Zin et al, 2020).
6.1.5 Paecilomyces

Est I'un des champignons filamenteux ubiquitaire couramment isolé du sol et se trouve
aussi comme un contaminant de I’air et de 1’eau, Paecilomyces sont caractérisés par des
especes thermophiles, thermotolérants et mesophiles avec des colonies jaune brune.
(Alajandro et al, 2020)

Parmi les espéces de ce genre, Paecilomyces lilacinus et Paecilomyces variotii sont les
plus remarquables (Castelli et al, 2008).
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I.  Activité enzymatique

1. Généralité sur les enzymes D’origine fongique

Depuis longtemps, Les enzymes jouent un role principale dans les Tentatives de I’homme
d’utiliser les systémes biologiques a des objectes diverses. llIs sont utilisées dans: la
fabrication des fromages, la boulangerie, la brasserie, la production d’antibiotique, et dans la
fabrication de produits de base comme 1’indigo, le cuir, et le lin. IIs se trouvent egalement
dans les domaines de 1’industrie textiles, I’industrie alimentaire et des boissons, jus de fruit en
passant par le café et le thé et le vin. Aussi la production de détergents et de papier
(Kavanaghe, 2018). Les enzymes d’origine microbienne sont extraites de bactéries ou des
champignons fermentés. Les enzymes microbiennes représentent environ 90% de toutes les
enzymes produites commercialement, les sources les plus connues d’enzymes microbiennes

sont Rhizopus nerveus, Bacillus licheniformis, Aspergillus niger (Al-Zuhair et Taher, 2016).

L’arsenal enzymatique fongique est composé d’enzymes hydrolytiques, oxydatives et
ligninolytiques, largement utilisées dans les biotechnologies industrielles et
environnementales (Mtibaa, 2019). Les enzymes d’origines fongiques restent toujours les
outils clés de la biotechnologie et reflétent de plus en plus I’importance et le rdle infini des
moisissures dans les différents applications alimentaires, le genre aspergillus (Aspergillus
awamori, A. Niger , A. oryzae ) est un bon exemple de production des amylases , la cellulase,
I’invertase, la pectinase et des protéases considérés comme des catalyseurs biologiques en

glucoserie , brasserie et pour la fabrication de boisson (Zhang et al,2018).

1.1 Définition des enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui accélérent les réactions biochimiques
dans les organismes vivants ils peuvent également étre extraits des cellules et ensuite utilisés

pour catalyser un large éventuel de processus commercialement important (Robinsoson, 2015)

Elles sont trés spécifique a la fois dans les réactions qu’elles catalysent et dans le choix des
réactifs appelées substrat, ces molécules sont des protéines et présentent tous les propriétés
d’une protéine ainsi les traitements de ces enzymes influencer par la température, pH ou autre
agents dénaturant qui peut entraine une perte totale de 1’activité catalytiques (Bhatia, 2018).

Alors que ces protéines catalytiques peuvent accélére fabuleusement la vitesse d’une réaction,
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jusque & 10" fois, il faut tout fois garder a 1’esprit que la majorité de ces enzymes est

d’origine microbienne majoritairement fongiques (Durand, 2017).

1.2 Classification des enzymes

La commission des enzymes (CE) du comité de nomenclature de I'union international de

biochimie et de biologie moléculaire (NC-IUBMB) classe les enzymes en six classes

déférentes en fonction de la transformation chimiques globale des substrats en produit (Cuesta

et al, 2015).

Tableau 01 : Les six classes principales d’enzymes (Al-Zuhair, 2016).

Classe

Oxydoréductase

Transférases

Hydrolases

Lyases

Isomérases

fonction

Catalysent les réactions d'oxydoréduction par I'ajout/le
retrait de liaisons hydrogéne.

Transfert de groupes fonctionnels amino- acide gras,
méthyle ou phosphate d'une molécule & une autre

molécule a une autre.

Catalysent I'nydrolyse des glucides, lipides, de
protéines ou d'esters d'acides phosphoriques en
rompant une liaison simple et en ajoutant de l'eau a

travers liaison.

Catalysent la rupture/formation de liaisons chimiques

par des moyens autres que I'hydrolyse.

Catalysent le réarrangement structurel.

Exemples

Glucose oxydase, lactate, alcool
déshydrogénase, laccase.

Amidon phosphorylase,
amylosucrase,  dextransucrase,
levansucrase, aspartate

aminotransférase.

Féruloyl  estérases, lipase,
chlorophyllase, a-amylases, p-

amylases, chymosine.

Aliénasses,  cystine  lyases,

histidine ammonia-lyase.

Des isoméres Xylose, mutase.
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Catalysent des reactions en liant deux groupes | Ubiquitine-protéine ligase, D-
chimiques pour former une molécule avec le besoin de | alanine-  (R)-lactate  ligase,
Ligases d'énergie ATP. butyrate-CoA ligase, glutathion
synthase.

2. Principaux enzymes d’intérét industriel

2.1 Protéase

Les enzymes protéolytiqgues ou les protéases sont des enzymes complexes qui
s’appartiennent a la classe des hydrolases, Elles catalysent I’hydrolyse des protéines par le
clivage des liaisons peptidiques présentes dans toute molécule protéique. Et vue que les
protéases sont la seule classe d’enzymes qui occupent une place essentielle dans diverses
applications industrielles, biotechnologiques, médicales et de recherche, Elles présentent 60 %
des enzymes industrielles du marché (Raveendran et al, 2018). Ces enzymes sont
omniprésentes dans tous les organismes vivants ; cependant. Les protéases microbiennes sont
plus intéressantes que celles provenant des sources végétales ou animales. Mais les protéases
en genéral peuvent étre classées soit en fonction de leur origine, de leur activité catalytique ou

bien de la nature du groupe réactif dans le catalyseur (Polizeli et al, 2014).

2.2 Lipase

Les lipases sont des enzymes hydrolytiques, ayant la capacité de décomposer les lipides,
elles peuvent étre trouvées dans les microorganismes, les plantes et les animaux (Al-Zuhair,
2016) la lipase considérée comme le groupe important de produits biotechnologique qui
connait la croissance la plus rapide, Récemment une grande attention a été accordée aux
lipases fongiques qui sont relativement stables et sont capables de catalyser une grande variéte

de réactions pour divers application industrielles (Konwar et Sagar, 2018).

2.3 Cellulase
Les enzymes cellulosiques sont des composés Bioactifs responsables de la dégradation de
la cellulose en lui convertis en sucre simple, le glucose par I’hydrolyse des liaisons P-1,4-

Glucosidiques. Les cellulases sont 1’'une des enzymes industrielles les plus utilisés et sont
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microorganismes, notamment les bactéries et les champignons (Nigam, 2022)
La cellulase est constitué de trois enzymes :

e LaP- glucosidase.
e [’endo-1,4-f-D-glucanase (endoglucanase).

e [’exo-1,4-f-D-glucanase (exoglucanase).

Le champignon cellulosique le plus étudié c’est Trichoderma reesei, qui produit sept f-

Glucosidases, huit endo-#-1, 4- B-D-glucanase et deux cellalbiohydrolases (Ejaz et al ,2021).
2.4 Pectinase

Les enzymes pectinolytiques sont définies comme des enzymes hétérogenes et hautement
spécifiques responsables d’hydrolyse des substances pectiques. Ces enzymes sont
principalement présents dans les microorganismes et les plantes supérieures, mais la majorité
des enzymes commerciales sont obtenues en employant des cultures fongiques (Haile et al,
2022)

Ces biocatalyseurs sont aussi classés comme 1’une des enzymes industrielles les plus
influents, utile pour produire une grande variété de produits de bonnes qualités. Elles

représentent environ 25 des ventes sur le marché des enzymes (Shrestha et al, 2021).

2.5 Amylase

Les amylases sont des enzymes agissent sur I’amidon, I’amylose et ’amylopectine. Elles
décomposent I’amidon en dextrines et en sucres en clivant les liaisons a-1,4-glycosidiques a
I’intérieur de la chaine d’amidon. Ils sont jouent un réle majeur dans les boissons, les
aliments, les industries de I’amidon, du sucre et 1’alcool et les brasseries (Konwar et sagar,
2018).

Les enzymes amylolytique sont trés repandues et sont produites par plusieurs especes de
champignons, ils décomposent 1’amidon en sucre simple, Les amylases microbiennes ont
remplacé avec succes I’hydrolase chimique de I’amidon dans les industries de transformation

de ’amidon (Kavanagh, 2011).
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2.6 Laccase

Laccase est une oxydase produit par des plantes, des insectes, des bactéries et des
champignons (Mougin et al, 2003) Les laccases ont une vaste gamme de spécificités et sont
trés polyvalentes dans la nature, ils ont la capacité d’oxyder des composes aromatique
récalcitrants aves des potentiels d’oxydoréduction supérieurs aux leurs avec [’aide de
médiateurs chimique chimiques ou naturels. Les laccases fongique ont un potentiel redox plus
élevé que celui des laccases végétales ou bactériennes jouent un réle dans la morphogenese,
I’interaction fongique plante-pathogene/ hote, la sporulation la défense contre le stress, la
production des pigments, la formation de corps de fructification et la délignification (la

biodégradation de la lignine) (Bajpai, 2017).

2.7 Chitinase
Les chitinases sont des enzymes qui dégradent la chitine qui se trouve dans I’exosquelette
des insectes, des champignons, des levures et des algues. IlIs sont contribuent a la production
de carbone et d’azote dans 1’écosysteme. Ces enzymes divisées en deux principaux groupes,
les endo-chitinases et les exo-chitinases. Les Chitinases fongiques participent dans les

processus de nutrition, de morphogénese et de développement fongique (Hamid et al, 2013).

3. Application industrielle d’origine fongique

Les champignons sont une riche source d’enzymes aux propriétés précieuses dans les
procédés industriels. Donc les enzymes d’origine fongique sont utilisées dans une multitude
d’applications industrielles, sont caractérisent par leurs stabilité, car ils ont naturellement

évalué pour travailler extracellulaire hostile (Esser et Hofrichter, 2010).

3.1 Industrie des détergents
Le premier détergent enzymatique a ét¢ commercialisé est Bruns, peu aprés I’année 1913,
puis ’apparition de mannanase, qui aide a éliminer diverses taches alimentaire contenant de la
gomme de guar. Les cellulase ont également été employées dans les lessives ménagéres. Elles
fonctionnent en permettre 1’élimination des petites fibrilles duveteuse des surfaces de tissus
tels que le coton et d’améliorer 1’aspect et la brillance des couleurs.
L’utilisation accrue de ces enzymes en tant qu’additifs pour détergent est due aux leurs

capacité de nettoyage dans des détergents non phosphatés et respectueux de 1I’environnement.
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détergents sont les suivant :
v"lls doivent avoir une activité et une stabilité élevée dans une large gamme de pH et de
température.

v"lls doivent étre efficaces a de faibles niveaux 0.4-0.8 %.

v Leur compatibilité avec les différents composants des détergents.
v Avoir une longue durée de conservation (Kavanag, 2011).

3.2 Macération de jus de fruit

Enzymes de macération c’est une combinaison de pectinases, de cellulase et
d’hémicellulase, est utilisée dans I’extraction et la clarification des jus de fruit et de jus
végétale. En outre, le traitement des pulpes de fruits par la pectinase produit une augmentation
du volume de jus de fruits provenant de bananes, de raisins et de pommes. Les a-amylase,
I’amyloglucosidase et la laccase ont été utilisées pour empéche la formation de voile dans les
fruits contenant de I’amidon, telle que les pommes.

Une procédé appelé infusion sous vide a été mise au point avec la pectinase pour faciliter
le pelage des agrumes, ainsi I’infusion d’enzyme pour modifier les attributs sensoriels des

fruits, des légumes et d’autres aliments a un potentiel €normes en biotechnologie alimentaire

(Kavanagh, 2018).

3.3 Cuir

Les enzymes ont toujours fait partie intégrant de la fabrication du cuir. Le processus de
tannage transforme les protéines de la peau ou de cuirs bruts en un matériau naturel stable,
durable et polyvalent.

Les enzymes jouent un role important dans ce processus, par exemple les protéases
améliorent 1’absorption d’eau en dégradant les protéines non collagéniques. Une lipase est
utilisée pour disperser la graisse, ce qui procure un effet synergetique (Esser et Hofrichter
2010).

3.4 Transformation des aliments

Les lipases commerciales sont principalement employées dans 1’industrie laitiére pour

améliorer la saveur et 1’accélération de la maturation du fromage. Utilisées aussi dans la
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transformation des feuilles fraiches en thé noir, par libération des acides gras dans les feuilles
(Al-Zuhair, 2016).

Others

Food & beverages
Biofuel 35%
10%

Animal feed
20%

Cleaning agents
5%

Figure 12 : Part du marché mondiale des enzymes (m.s.) par application
(2015) (Guerrand, 2017).

Guerrand, résumé les principaux domaines d'application des enzymes industrielles en
quatre points :

e Agents de nettoyage, y compris les lessives et les lave-vaisselle les détergents, les
produits d'entretien ménager et les produits de soins personnels.

e Aliments et boissons, y compris les produits laitiers, la boulangerie, la transformation
des fruits et légumes, la brasserie.

e Aliments pour animaux : biocarburant, y compris les biocarburants de premiére et de
deuxiéme génération.

e Autres domaine telle que la chimie fine, industrie pharmaceutique, traitement du
textile et du cuir, le traitement des déchets et le traitement du papier (Guerrand, 2017).
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Il. Activité antimicrobienne

Généralité sur les substances antimicrobienne

En 1928, exactement le 03 septembre le biologiste Alexander Fleming retrouve a son
retour de vacances une culture oubliée de Staphylocoques, contaminée par une moisissure
c’est : Penicillium notatum que secrété la « Pénicilline », I’effet de cette substance s’apergoit
a la forme d’une zone autour la bactérie. Il étudie ensuit ses effets et remarque qu’il agit non

seulement contre le Staphylocoques mais aussi sur d’autres bactéries (Bréchote et al, 2014).

Les antimicrobiens sont des substances naturelles ou synthétiques capables de tuer des

microorganismes ou d’inhiber leurs croissance (Ministre de la santé, 2017).
1. Activité antifongique

Les moisissures sont la cause de nombreux dégats occasionnés aux bois, aux denrées
alimentaires, donc ils sont responsables d’un grand nombre d’affection chez 1’homme, les
animaux et les végétaux (Bagi et al, 2005). Les champignons phytopathogeénes représentent
un risque sérieux pour la sécurité alimentaire mondial, Ils sont causant pres de 85 % des
maladies affectant les plantes, alors que I’influence des infections fongiques est directement

liée a I’étendue des productions agricoles impactées (Aumer, 2019).

L’utilisation des agents biologiques, soit par une application directe de 1’antagoniste, soit
par une extraction de leurs métabolites secondaires, En effet I’action de ces agents et I’activité
inhibitrice de leurs biomolécules actives a été largement étudiée (Ayadi-Ben Abdallah, 2014).
Les sols suppresseurs ont été largement utilisées comme sources potentielles d’agent
biocontrdle efficaces pour la gestion des phytopathogénes du sol, ou les facteurs biologiques
comprenaient les populations microbiennes qui ont vivre en compétition, les saprophytes vis-
a-vis les pathogenes, le parasitisme, la production d’antibiotique, la production d’enzymes

extracellulaires, et la résistance acquise systémique induite (Daami-Remadi, 2012).

Les infections fongiques détruisent plus de 125 millions tons chaque année, de Cinque
principales cultures mondiales : riz, blé, mais, soja et la pomme de terre (Aumer, 2019), le
contr6le des champignons pathogenes permettrait de nourrie 600 millions de pressons

supplémentaires, chaque année (Daami-Remadi, 2012).
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criteres d’un antifongique ideale: toxicite spécifique vis-a-vis du champignon
phytopathogene, a une bonne diffusion dans 1’organisme, large spectre d’activité in vivo,
absence de problémes liés a I’apparition des souches résistantes et absences des effets

secondaires (Bagi et al, 2005).

2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des souches fongiques se manifeste, généralement a la libération

de métabolites secondaires ou encore apres excrétion des mycotoxines.
2.1 Métabolites secondaires des champignons

Au cours de ces derniers années de nombreux métabolites secondaires ont été découvert,
plusieurs genres des moisissures sont connus comme des producteurs de ces molécules parmi
Aspergillus, fusarium, Penicillium, Alternaria (Boudih, 2011). lls Sont des molécules de
structure tres variable et ne sont pas nécessaire a la croissance des champignons mais
conférant un avantage sélectif dans leurs environnement et ne sont pas necessairement
toxiques certains au contraire utiliser en médecines comme antimicrobiens (pénicilline,
cyclosporine....) (Hautbergue, 2017). Chez les mycetes la production de ces métabolites est
un processus couple au développement morphologiques en particuliere la sporulation et leurs
production affecter par condition environnemental tel que température, ph, Aw et la présence

d’organismes compétitifs.

Généralement les géenes responsables de la biosynthése de meétabolites arrangés dans
faisceaux et contentant les genes responsables de la résistance a I’action toxiques par fois des
génes de précurseurs de la biosynthese des antibiotiques, ces métabolites peut avoir des
activités antibactérienne pharmaceutiques, immunosuppressives et toxiques Aspergillus est
trés connus pour la production de ces molécules a effet antibactérienne ainsi que ces
molécules d’antibiotiques étre idéalement les plus toxiques pour les bactéries par contre les
cellules qui I’hébergent et leurs action s’exercer sur les structures ou mécanismes essentiel a

la suivi des bactéries et inhibe la croissance bactérienne (Bramki, 2019).
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2.2 Mycotoxines

Sont des substances toxiques sécréter par les micromyceétes et sont plus précisément des
métabolites secondaires c'est-a-dire qu’ils ne sont pas indispensable au fonctionnement des
champignons (Alban, 2016). Ces mycotoxines sont produits par des moisissures appartenant

notamment aux genres Aspergillus, penicillium, Fusarium (Galloti et Fremy, 2006).

La synthese de ces mycotoxines a influencer par des conditions environnementales qui sont
les mémes conditions que ceux qui modulent la croissance fongique telle que la température,

pH et la composition gazeuse et la nature de substrat (Makhlouf, 2019).
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Le présent travail porte sur I’isolement et 1’identification des souches fongiques a partir d’une
source thermale, et la mise en évidence de leurs activités biologiques ; enzymatiques et

antimicrobiennes.

l. Isolement des champignons de sol

1. Echantillonnage
Les échantillons utilisés pour cet objectif ont été prélevés a partir d’une région des sources
thermales (Hammam Ouled Achour) situé a la commune El Ayadi-Berbes pres de Ferdjioua,
wilaya de Mila (Figure 12), Le 06 mars 2022.
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Figure 13 : Lieu de I’échantillonnage (source d’eau chaude au niveau de station
thermal Hammam Ouled Achour).

Les prélevements effectués sont présentés par trois échantillons :

e L’échantillon 1 a été prélevé de I’eau de la source chaude dans un flacon stérile, ce
dernier est plongé fermé dans 1’eau, lorsque nous atteignons la profondeur requise, le
flacon est ouvert, rempli puis refermé soigneusement avant de le sortir de 1’eau.

e L’échantillon 2, a été prélevé du sol situé au fond de la source thermale a 1’aide d’une
cuiller stérile.

e [’échantillon 3, a été prélevé du sol forestier adjacent de source thermale, le prélevement

se fait par le grattage de la surface et la couche supérieure de sol échantillonnés
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correspond aux 30 premiers centimétres et prélever par une cuiller stérile (Carocan,
2020).
Les prélévements recueillent dans des flacons stériles et 1’analyse mycologique est effectuée dés

I’arrivée au laboratoire.

Figure 14 : les échantillons (Echantillon 1 : eau thermale, Echantillon 2 : sol
de source (humide), Echantillon 3 : sol forestier).

1.2 Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture utilisé dans cette étude c’est le PDA (Potato Dextrose Agar), qui est
connu comme un milieu favorable pour le développement des champignons (Annexe 01), ce

milieu est additionné d’un antibiotique « Amoxicilline » pour inhiber la croissance bactérienne.
1.3 Isolement des moisissures

L’isolement des champignons a été réalisé sur un milieu PDA selon la méthode de dilution
décimale. Pour préparer les suspensions du sol 1g de sol dilué dans 9 ml d’eau distillé stérile
(suspension mere) pour les deux échantillons de sol (sol de source et sol forestier) une série des
dilutions décimales de 10~ jusque a 10~> et pour ’échantillon d’eau de source, la dilution est de
1071 jusque & 1075 (Leghlimi, 2013)
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Figure 15 : Isolement des moisissures selon la technique de dilution décimale.

1.4 Ensemencement et incubation

Apres la préparation des dilutions des trois échantillons « 1’eau, sol de source et sol forestier »
chaque dilution subit une agitation vigoureuse avec le vortex pour I’homogénéisation de milieu,
puis prélever 0,1ml de chaque dilution a I’aide d’une pipette pasteur et étaler a I’aide d’un rateau

sur toute la surface de boite pétri coulée en PDA comme le montre la figure suivante.

Apres ensemencement les boites sont incubées & 30 C° et on les observe quotidiennement

pendant 4 a 7 jours (Dendouga, 2007).

Gelose
solidifice

Etaloir —»

© Georges Dolisi

Etalement du
preilevement

Figure 16 : Ensemencement par étalement prélévement.

1.5 Purification

Apres le développement de différentes souches fongiques quelques soit des spores ou bien un
fragment mycélien, la purification a été réalisee par repiquage successif des souches a I’aide d’une
anse de platine stérile sur milieu gélose PDA toujours supplémenté par antibiotique jusque a

I’obtention des souches pures (Mtibaa, 2019).
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2. Identification des souches fongiques

L’identification des champignons filamenteux est basée sur I’examen de leurs caractéristiques
macroscopiques (Texture du mycélium, couleur du thalle, et le revers de la colonie) et
microscopiques (Nature du thalle, la taille et la forme des spores) (Campbell et Johnson, 2013).

2.1 Identification macroscopique

D’apres Guiraud (1998), pour faire une identification macroscopique, les caractéres culturaux
étudiés sont : la vitesse de croissance des colonies, la couleur des colonies et sa variation en
fonction du temps, la texture de la surface, la couleur de 1’envers des boites, 1’odeur des colonies

et le changement de la couleur du milieu utilisé.
2.1 ldentification microscopique

Les criteres microscopiques étudiés sont le thalle (siphonné, septé ou cloisonné) les spores
(endogénes ou exogenes) et la présence de structures protectrices issues de la reproduction sexuée

ou asexuée (Tabuc, 2007).

L’observation de la morphologie du mycélium et des spores consiste a faire un montage du
matériel fongique a I’état frais entre lame et lamelle en présence du bleu de lactophénol,
généralement un examen a ’objective 40 est suffisamment pour mettre en €vidence la plupart

d’¢élément important (Megnous, 2020).
3. Conservation

Pour la conservation des souches par congélation, les souches fongiques sont ensemencées sur
un milieu PDA et aprés la sporulation des carrés de gélose de 0.5 cm sont découpés a partir de
gélose sur boite pétri et sont ensuit transferes dans des eppendrof contenant une solution d’eau
physiologique et 50% de glycérol stérile, ces eppendrof ont été étiquetés et conservés a -20C°

jusqu'a la récuperation (Saxena et Gupta, 2019).
4. Test de I’activité enzymatique

Les souches fongiques isolées et identifiées, ont subits une série des tests de I activité
enzymatique, a savoir I’enzyme protéase, lipase, cellulase, pectinase, amylase, laccase et chitinase.

Les tests ont été effectués sur des milieux spécifiques pour chaque enzyme.



Matériel et Méthodes

4.1 Activité protéase

Afin de mettre en évidence leur activité protéolytique, les souches isolées, ont été ensemencées
sur le milieu sélectif (Gélose au lait) (Annexe 02) par repiquage au centre ; la lecture des résultats
est effectuée apres incubation de 2 a 7 jours a 30°C dans 1’étuve. Un résultat positif est traduit par
I’apparition d’un halo transparent autour des colonies, résultant de la dégradation de la gélose au

lait par la protéase extracellulaire produit autour des colonies productrices (Dendougua, 2006).
4.2 Activité lipase

La mise en évidence de D’activité lipasique consiste a ensemencer les souches par touche
centrale sur un milieu gélosé a base d’huile d’olive (Annexe 05), la lecture des résultats s’effectue
aprés 3 a 7 jours d’incubation a 30°C par I’apparition d’un éclaircissement autour des colonies
productrices d’une lipase extracellulaire (Résultat positive pour la dégradation des lipides) (Larbi
Daouadji, 2015).

4.3 Activité cellulase

La technique la plus adaptée pour cette activité est le repiquage par touche centrale des souches
étudiées sur un milieu de culture a base de cellulose en poudre a 0.5 % (Annexe 03), Pour que ce
dernier soit la seule source de carbone. L’activité cellulolytique des souches antagonistes est donc

prouvée par 1’apparition d’une nette zone de lyse sur le milieu de culture (Ghorri, 2015)
4.4 Activité pectinase

Les souches pectinolytique sont sélectionnées sur le milieu pectine agar (Annexe 07), Apres
incubation a 30°C pendant 3 a 7 jours, les cultures fongiques sont inondées par une solution
aqueuse d’acétate de cuivre a 75 % (Annexe 09) pendant 10 min, ce dernier change la couleur du

milieu en bleu clair dont la gélose ne subit pas une activité pectinolytique.

L’hydrolyse de la pectine est distinguée par la présence des zones irrégulieres de dégradation

autour des colonies productrices (Camille D, 2007).
4.5 Activité amylase

L’activité amylolytique des souches antagonistes est testée par le repiquage au centre dans un

milieu PDA additionnée de 1 % d’amidon soluble (Annexe 06), La révélation de la sécrétion de

I’amylase ce fait par I’ajout de 1’iode (Lugol) suivi d’un ringage avec de 1’cau distillée.
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La lecture des résultats s’effectuée aprés 3 a 7 jours d’incubation a 30°C, Dlactivité est
significative en cas d’apparition de précipité bleu sombre avec une zone claire transparente autour

des colonies (Asrat. 2018)
4.6 Activité laccase

La production de laccase s’ effectue sur gélose PDA additionnée a une concentration de 0.01

% de garacol (Annexe 08), la lecture des résultats est effectuée aprés incubation de 2 a 7 jours a
30°C dans I’étuve. Un résultat positif est confirmé par la présence des zones marron rougeéatre

autour des colonies sécrétrices de laccase extracellulaire (Benhassine, 2017)
4.7 Activité chitinase

L’activité chitinolytique des souches fongiques est testée par ensemencement des cultures selon
la méthode de touche centrale, ceci se fait sur un milieu de culture a base de chitine coulé sur des
boites pétri (Annexe 04), Apres incubation a 30°C pendant 3 a 4 jours. Un résultat positif se
traduit par le virage de couleur jaune du milieu vers le violet ou la gélose qui contient la chitine
dégradee (Kotasthane, 2012).

5. Etude de I’activité antimicrobienne des souches fongiques
5.1. Etude de activité antibactérienne

L’étude de cette activité a été réalisée a partir de la vérification de I’apparition ou non des
zones claires aprés 24 heures d’incubation a 37C° qui sont appelées les zones d’inhibition. Deux

¢étapes utilisées pour 1’évaluation de cette activité.
5.1.1 Préparation des bactéries tests et leurs suspension bactériennes

La collection bactérienne utilisée est composée de cing souches bactériennes, quatre souches
ATCC (American Type Culture Collection), qui ont été fournies par le laboratoire de Mycologie,

Biotechnologie et de 1’ Activité Microbienne de Constantine, qui sont en I’occurrence :
- Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

- Bacillus subtilis (ATCC 6633)
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- Escherichia coli (ATCC 25922)
- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
Et une souche clinique, - Klebsiella sp.

La réactivation des bactéries est faite par ensemencement sur des milieux de culture convenables
pour chaque bactérie (Tableau 1) selon la méthode des quadrants. L’incubation est effectuée a
37°C pendant 24 h.

Tableau 1 : Les différentes bactéries tests et leurs milieux convenables.

Bactérie Milieu de culture

S. aureus Chapman

B. subtilis Trypticase Soy Agar (TSA)
Enterococcus sp. TSA

E. coli Hecktoen

P. aeruginosa G¢lose au cétrimide
Klebsiella sp. Hecktoen

Des suspensions bactériennes ont été préparées a partir des cultures jeunes (de 18 a 24 h), la
densité cellulaire de chaque suspension a ét¢ ajustée par dilution dans 1’eau physiologique (0.9 %
NaCl) stérile et en comparaison avec la solution 0.5 Mc Farland (une densité optique égale a 0.2 a
650 nm. Annexe 08) de fagon a obtenir une concentration finale de 10® UFC/mL (Cavalla et
Eberlin, 1994).

5.1.2 Technique de cylindre d’agar

Les souches fongiques ont été ensemencées sur un milieu PDA aprés 14 jours d’incubation a 28C°

des cylindres d’agar de 6mm de diametre ont été perforés a 1’aide d’un emport piece (Bramki,

2019).

Les cylindres sont déposés a la surface d’un milieu Muller Hinton qui déja ensemencer par
écouvillonnage selon la technique de NCCLS (national comitte for clinical laboratory standard)

avec les bactéries test puis placer les boites a 4C° pendant 4 heures pour la pre- diffusion des
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substances bioactives puis elles seront déplacées a 37C° pendant 18 heures a 24 heures (Loucif,
2011).

5.2 Etude de I’activité antifongique

L’activité antifongique des moisissures en question, a été effectuée vis-a-vis des souches

fongiques isolées des plantes infectées.
5.2.1 Isolement des champignons phytopathogénes

Les échantillons utilisés pour cet objectif sont des pieces des plantes infectées, a savoir la

tomate et le mais.

Figure 17 : Echantillons utilisés pour I’isolement de 1’agent phytopathogénes .

L'isolement de l'agent pathogéne est effectué par la désinfection superficielle des petits
fragments de chaque organe endommagg¢ et ce, par trempage dans de 1’éthanol absolu pendant cing
minutes. Les organes sont, ensuite, rincés abondamment avec de 1’eau distillée stérile, afin

d’éliminer les contaminants de I’air (Benhamou et al., 1997).

Apres séchage, les fragments sont mis aseptiquement dans des boites de Pétri stériles contenant le

milieu PDA (Potato Dextrose Agar), et incubées a 28 °C pendant six jours.

La croissance bactérienne a été inhibée par 1’addition d’Amoxicilline aux milieux de culture & une

concentration de 5 mg/l (Botton et al., 1999).
6.2 Mise en évidence de I’activité antifongique

La capacité des souches fongiques du sol a inhiber le développement des champignons

phytopathogeénes isolés a été testée sur milieu Sabouraud en utilisant la technique de confrontation
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directe. Cette technique consiste a placer, dans la méme boite de Pétri contenant la gélose
appropriée, deux pastilles gélosées (6 mm de diametre), I’une portant 1'antagoniste et 1’autre le
phytopathogéne. Les deux pastilles sont placées suivant un axe diamétral a 3 cm et & équidistance
du centre de la boite (figure 19) ; les repiquages sont effectués en méme temps. L’incubation est

réalisée a 28 °C pendant six jours (Kone et al, 2019).

Figure 19 : Méthode de sélection des souches ayant une activité antifongique.

6.2.1 Evaluation de I'inhibition exercée par les antagonistes

L’évaluation de I’inhibition exercée par les antagonistes est estimée par le calcul du pourcentage

d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogeéne selon la formule suivante :
I (%) = (1- Cn/Co) x 100

Ou:

Cn : est le diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste ;

Co : est le diamétre moyen des colonies témoins.

Le témoin représente un repiquage du pathogéne au centre de la boite.

Des observations microscopiques relatives a 1’effet direct de 1’agent antagoniste sur I’état du

mycélium du pathogéne ont été effectuées (Ghorri, 2015).
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Résultats et Discussion
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Notre recherche a consisté en I’isolement et 1’identification des souches fongiques a partir
d’une région des sources thermales, et I’é¢tude de leur activité biologique, enzymatique

antibactérienne et antifongique.

l. Isolement des souches fongiques de source Thermale
L’isolement des moisissures a partir de différents échantillons de la région thermale, eau
thermal, sol humide et sol forestier, sur le milieu de culture PDA, a permis d’obtenir 12
souches pures.
v" Une souche d’eau thermale (ET11).
v" Trois souches de sol humide de la source thermale (EH1), (EH2), (EH3).
v Huit souches de sol forestier (EF4), (EF5), (EF6), (EF7), (EF8), (EF9), (EF10),
(EF12).

1.1 Etude macro et microscopique

Les caractéres macroscopiques des différents isolats sélectionnés ont été étudiés sur le milieu
PDA. Le tableau 2 récapitule 1’aspect des colonies purifiées: surface et consistance des
colonies, couleur du revers de la colonie ainsi que la présence ou 1’absence de pigments
caractéristiques de chaque souche, ainsi que leurs caractéres microscopiques, aspect de thalle,

des spores....

Tableau 03 : Etude macroscopique et microscopique de souches fongiques isolées a partir

d’une Station Thermale.

Caractére | Aspect macroscopigue | Aspect macroscopigue | Aspect macroscopigue Référence
(Recto) (verso = revers)
Souche
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EH2

Trichoderma sp. (Ghorri, 2015)
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Penicillium sp5. (Visagie et Samson, 2014)

1.2 ldentification des souches fongiques isolées

L’identification des souches isolées a été effectuée d'apres les observations macroscopiques
(aspect, couleur et vitesse de croissance des colonies) et microscopiques (nature du filament,

présence de conidiophores et forme des conidies) (tableau 2).

La souche EH1 : représente un mycélium cotonneux, blanc, des bordures jaune vif avec un
revers jaune orangé, leur croissance est moyenne. Par rapport a I’observation microscopique,
les filaments septés, la téte ¢’est une colonne compacte sur un conidiophore incolore, entre les
deux il y a une vésicule élargie en massue hémisphérique elle est porté des phialides de un
seul série sur leur partie supérieure, les conidies sont globuleuses.

La souche EH2 : représente un mycélium duveteux, vert foncé, des bordures blanches avec
un revers vert claire, leur vitesse de croissance est rapide car elle envahisse le milieu dans 7
jours. Le microscope révele que les hyphes sont septé et tres ramifies portent des
chlamydospores et des conidiophores produisent des spores ronds.

La souche EH3 : représente un mycélium poudreux, d’une couleur vert olive aves un revers
gris, des taches oranges, leurs croissance est rapide car elle envahisse le milieu pendant une
semaine. Au microscope, les hyphes sont cloisonnés, conidiophores ramifies en forme d’un
pinceau, phialides a I’extrémité des ramifications, et les conidies sont ovoides en longue

chaine verts claire a 1’état frais.
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La souche EF4 : représente des colonies granuleuses (globuleuses), de couleur noir, avec un
revers pale, leur vitesse de croissance rapide. L’observation microscopique montre que : des
hyphes cloisonnés avec des tétes conidiénnes bisériées, sphérique et noirs, les conidiophores
sont hyalines, elle produit des spores ronds, de couleur brune sombre a I’état frais.

La souche EF5 : représente des colonies laineuses, blanches avec un revers incolore, leur
vitesse de croissance est moyenne. Par rapport a I’observation microscopique, les hyphes sont
septés, conidiophores plus au moins ramifies en pinceaux, les phialides sont déposées a
I’extrémité des ramifications, des conidies rondes en longue chaine n’élancés.

La souche EF®6 : représente des colonies cotonneuses enchevétrement, blanche avec des cotés
de couleur jaune, blanc et marron, avec un revers brune, leur croissance est moyenne. D’aprés
I’observation microscopique, les hyphes septés, Conidiophore isolées, phialides isolés aussi,
les macroconidies sont pluricellulaire, incurvées en faucilles, aux extrémités pointues.

La souche EF7 : représenté des colonies cotonneuses, de couleur blanches, avec un revers
incolore, leur croissance est rapide. Sur lame et sous le microscope, les hyphes sont septé,
isolés, phialides isolés, les macroconidies sont pluricellulaire, incurvées en faucilles, aux
extrémités pointues.

La souche EF8 : représenté des colonies cotonneuses, coloré par un mélange de couleur vert,
jaune et blanche, avec un revers orange au centre depuis rose et blanc en bordure, leur vitesse
de croissance est moyenne. Le microscope révéle que les hyphes sont septés, conidiophores
ramifient en forme d’un pinceau, phialides a I’extrémité des ramifications et les conidies sont
rondes en langue chaine.

La souche EF9 : représente des colonies cotonneuses, blanches, avec un revers incolore, leur
croissance est lente. Des hyphes septés, conidiophores isolées, phialides isolés, les
macroconidies sont pluricellulaire, incurvées en faucilles, aux extrémités pointues.

La souche EF10 : représente des colonies cotonneuses, de couleur blanc et violet, avec un
revers noir, leur croissance est lente. Des hyphes septé conidiophores accolés en paquets
(sporodochies), phialides groupées, les macroconidies sont pluricellulaire, incurvées en
faucilles, aux extrémités pointues.

La souche ET11 : représente des colonies veloutées, de couleur vert et blanc, avec un revers
incolore, leur croissance est lente (les photos prendrées sur milieu gélose au lait). Des hyphes,
conidiophores plus au moins ramifies en pinceaux, les phialides sont déposées a I’extrémité
des ramifications, des conidies rondes en longue chaine n’élancés.

La souche EF12 : représente des colonies cotonneuses, de couleur vert et blanc, avec un

revers rose crevette et des bordures blanches, leur croissance est moyenne. Des hyphes septés,



Résultats et Discussion

conidiophores ramifient en forme d’un pinceau, phialides a I’extrémité des ramifications et les

conidies sont rondes en langue chaine.

1.3 Pourcentage des principaux genres

Le secteur montre que: la majorité des champignons microscopiques d’une région
hydrothermale sont appartient au genre Penicillium (47%) suivi par le genre Fusarium leur
pourcentage est 33%, les Aspergillus présentent avec un pourcentage de 17%, le pourcentage

le plus bas de genre Trichoderma 17%.

Souches fongiquesd'une source thermale

u Penicillium
W Fusarium

u Aspergillus
® 7richoderma

Figure 20 : Principaux genres des souches fongiques d’une source thermale.

Il est intéressant de noter que les trois échantillons examinés appartiennent a un écosysteme
extréme, et cela influence directement sur la diversité de la mycoflore soit terrestre ou
aquatique de source. Cette mycoflore peut étre en général soit mésophile, thermotolérants ou

thermophile ¢a dépend la température de source thermale

Une biodiversité fongique assez importante a été observée apres avoir effectué une analyse
mycologique de nos echantillons qui est représenté dans des échantillons de trois stations du
sol différentes : le sol de source thermale, I’eau thermale et le sol forestier. L’isolement été
réalisé sur milieu PDA selon la méthode de dilution décimale. En effet 12 souches fongiques

ont été isolées, purifiées, identifiée puis conservees.

Nous éprouvons également la validité des resultats et les confirmons en accord scientifique
avec les déclarations de Zainol, 2018 concernant ses résultats pour le méme sujet d’étude, qui

stipule : Le sol est caractérisé par une existence et une diversité importante des moisissures.
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Les caractéres des genres Penicillium, Fusarium et Trichoderma cités précédemment
correspond parfaitement a ceux décrites par Leghlimi, 2013 dans une étude similaire
concernant 1’isolement des souches fongiques issue du sol d’un milieu extréme (sol proche de

source thermale).

Les mémes critéres d’identification du genre Aspergillus notamment Aspergillus niger sont
décrits Dendouga, 2006 dans une étude d’isolement et d’identification des moisissures a partir

de milieu extréme.

En fin Miguel et al, .2020 ont déclaré que Fusarium, Aspergillus et Trichoderma sont des
souches autochtones, habituellement isolées a partir de la plupart des sols. Il convient
également de noter que Jakheng et al, 2021 a confirmé ’existence et la dominance du genre

Penicillium sp dans la pluparts des sols a travers une étude compatible avec notre étude.

Nous estimons que ces souches pourraient étre davantage exploitées pour nombreuses

application industrielle nécessitant des enzymes thermophiles par exemple.
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2.  Résultat de I’Activité enzymatique
2.1 Activité Protéase

Les résultats obtenus aprés 1’incubation 3 jours sur gélose au lait montrent que toutes les
souches ayant une activité protéolytique avec de différents diamétres de zone de lyse. Les
souches protéolytiques sont reconnues par I’halo transparent autour des colonies, résultant de
la dégradation de la gélose au lait par I’exo-protéase produit (Figure 21).

Figure 22 : Test de l’activité protéolytique des souches fongiques. F: Aspergillus fumigatus, G:
Trichoderma sp. , H: Penicillium sp.1, 1. Aspergillus niger, J: Penicillium chrysogenum, K.
Fusarium sp.1, L : Fusarium sp.2, M : Penicillium sp.2, O: Fusarium sp.3, Q : Fusarium sp.4 , R :
Penicillium sp.3, S: Penicillium sp.4
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2.2 Activité Lipase

Les 12 souches sont testées sur milieu lipolytique a base d’huile d’olive (voire I’annexe),
donc I’activité lipolytique traduit par la dégradation de lipide qui montre par un

éclaircissement autour des colonies.

Parmi ces souches il y a 7 souches capables de dégradées la matiére graisse presente dans le

milieu de culture, qui sont appartenant aux tous genres (Figure 23).

Figure 23: Test de I’activité lipolytique des souches fongique. F: Aspergillus fumigatus, G:
Trichoderma sp. , H: Penicillium sp.1, . Aspergillus niger, J : Penicillium chrysogenum, K :
Fusariumsp.1, L : Fusarium sp.2, M . Penicillium sp.2, O: Fusarium sp.3, Q : Fusariumsp. 4, R :
Penicillium sp.3, S: Penicillium sp.4
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2.3 Activité Cellulase

Les résultats obtenus révélent une activité cellulolytique des moisissures traduite par la

dégradation de la cellulose, cette activité est plus important en présence d’ Aspergillus

fumigatus, Trichoderma sp. , Aspergillus niger suivants par toutes les especes de Penicillium
(Figure 24).

Figure 24 : Test de I’activité cellulolytique des souches fongique. F: Aspergillus fumigatus, G:
Trichoderma sp. , H: Penicillium sp.l, . Aspergillus niger, J: Penicillium chrysogenum, K .
Fusarium sp.1, L. Fusarium sp.2, M . Penicillium sp.2, O: Fusarium sp.3, Q : Fusarium sp.4 , R :
Penicillium sp.3, S: Penicillium sp.4
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2 .4 Activité Pectinase

D’apres la (Figure 25) on constate que la totalité de souches fongiques étudiées sont dotée
d’une activité pectinolytique d’'une méme importance. Ceci se traduit par leur aptitude a
dégrader la pectine présente dans le milieu de culture en développant des zones de

dégradation auteur des colonies.

Figure 25 : Test de I’activité pectinase des souches fongique. F : Aspergillus chrysogenum, G :
Trichoderma sp. , H : Penicillium sp.1, | . Aspergillus niger, J . Penicillium chrysogenum, K :
Fusarium sp.1, L Fusarium sp.2, M : Penicillium sp.2, O : Fusarium sp.3, Q : Fusarium sp.4,
R : Penicilliumsp.3, S : Penicillium sp.4
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2.5 Activité Amylase

Les résultats obtenus apres I’addition de lugol aux souches testées qui déja incubées 7 jours
a 30 °C sur PDA 20% d’amidon soluble. Tous les souches sont capables de dégradées
I’amidon, I’activité amylolytique caractéris¢ par des zones d’hydrolyse, la plus importante
étant celle de la souche «F », la souche « G » et la souche « I »qui sont: Aspergillus
fumigatus, Trichoderma sp. Et Aspergillus niger respectivement, les trois souches sont

dégradée tout ’amidon de milieu de culture (Figure 26).

Figure 26 : Test de I’activité Amylolytique des souches fongique. F: Aspergillus fumigatus, G :
Trichoderma sp. , H : Penicillium sp.1, | . Aspergillus niger, J . Penicillium chrysogenum, K . Fusarium
sp.l, L Fusarium sp.2, M : Penicillium sp.2, O : Fusarium sp.3, Q : Fusarium sp.4, R : Penicillium
sp.3, S Penicillium sp.4
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2.6 Activité laccase

L’activité laccasique des souches fongiques a été testée sur un milieu PDA additionné de 0.01
% de gaiacol. La production de I’enzyme laccase se traduit par 1’apparition d’un halo marron
rougeéatre auteure des colonies, ces zones apparaissent dans tous les cultures sauf le milieu de
culture de Penicillium sp.1 (H), et Aspergillus niger (I), ces deux souches ne sont pas capables

de produire I’enzyme laccase (Figure 27).

Figure 27 : Test de l’activité laccase des souches fongique. F: Aspergillus fumigatus, G :
Trichoderma sp. , H: Penicillium sp.1, | : Aspergillus niger, J: Penicillium chrysogenum, K :
Fusarium sp.1, L. Fusarium sp.2, M . Penicillium sp.2, O : Fusarium sp.3, Q . Fusarium sp.4, R :
Penicillium sp.3, S : Penicillium sp.4
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2.7 Activité Chitinase

Les résultats obtenus aprés 1’ensemencement des milieux de chitine qui sont contient un
indicateur de pH (pourpre de bromocrésol) donnent une déviation de la coloration de milieu
de culture, de jaune vers le violet (Résultats positives) de la moitié des souches. Le milieu de
culture changé completement dans quatre boites, sont les boites de : Aspergillus fumigatus,
Trichoderma sp. , Aspergillus niger, Fusarium sp.4 dans les deux autres boites on observe une

grande zone de lyse, Fusarium sp.2, Fusarium sp.3, (Figure 28).

Figure 28: Test de l’activit¢é Chitinase des souches fongique. F: Aspergillus fumigatus, G :
Trichoderma sp. , H : Penicillium sp.1, | . Aspergillus niger, J : Penicillium chrysogenum, K : Fusarium
sp.l, L: Fusarium sp.2, M : Penicillium sp.2, O : Fusarium sp.3, Q : Fusarium sp.4, R : Penicillium
sp.3, S : Penicillium sp.4.
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Tableau 04 : Activité enzymatique des souches fongiques isolées a partir d’une source

A. Enzymatique | Protéase | Lipase Cellulase | Pectinase | Amylase | Laccase | Chitinase
souche fongique
F ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++
G ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++
H ++ ++ + + ++ - -
| ++ +++ ++ + +++ - +++
J + + ++ ++ ++ + -
K + - + ++ ++ + -
L ++ - + ++ ++ + ++
M + - ++ ++ ++ + -
0] ++ ++ ++ ++ ++ + ++
Q ++ - + ++ ++ + +++
R + ++ ++ ++ ++ - -
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++ - ++ + ++ + -

Discussion de ’activité enzymatique
v’ Activité protéolytique

Apres I’ensemencement sur un milieu gélose au lait les souches protéolytique sont reconnues
par la formation d’un halo transparent autour de colonies qui exprimer par la dégradation de
protéine de milieu (gélose au lait) a partir des enzymes exo cellulaires produit par ces souches

fongiques

D’apres les résultats obtenus a partir le tableau montre que tous les isolats fongiques sont

producteurs de protéase avec une activité proteolytique significative.

Plusieurs recherches sont réaliser dans le but d’étude de caractérisation des enzymes
protéolytiques des souches fongiques isoles a partir des milieux extrémes montre que ces
enzymes produit par plusieurs genres fongiques tels que: Aspergillus fumigatus,
Trichoderma, Penicillium sp. (Mtibaa, 2019).

Et selon (Chamekh et al, 2019) plusieurs isolats utilisant la caséine de lait comme seul source
de carbone appartiennent du genre Aspergillus et penicillium (P.flavigenum, P.canescens,

P.allii) et Fusarium sp.
v’ Activité lipasique

L’ensemencement de nos isolats sur un milieu a base d’huile d’olive comme un milieu
spécifique et d’aprés les résultats obtenu a partir le tableau la souche (I) présent une fort
activité tandis que les 6 souches (F, G, H, J, O, R) possédant une activité faible et le reste des

souches ne présentent aucune activité lipolytique.

Selon I’etude de (Falony et al, 2006) par apport aux différentes souches testées d’Aspergillus
niger a été la meilleure productrice de lipase extracellulaire et sa synthése induite par la
présence d’une source lipidique, tandis que les souches thermophiles ou thermo tolérantes tel
que Aspergillus fumigatus caractérisée par leur production de protéases qui sont plus

thermostables que les enzymes des champignons mésophiles (Compaore et al, 2017)
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v Activité cellulolytique

D’aprés Les résultats obtenus apres I’ensemencement des isolats sur un milieu (CMC) agar
comme un milieu sélectif pour cette activité 8 souches (F, G, I, J, M, O, R, S) parmi les 12
souches sélectionnées ont révelés une excellente production de cellulase et le reste des

souches (H, K, L, Q) présent une activité faible ou moyenne.

Aspergillus sp et Penicillium présent un grand intérét en raison de leurs grand capacité a
produire des enzymes dégradant la paroi cellulaires végetales utiliser pour convertir la
biomasse lignocellulasique en sucres fermentescibles (Li et al, 2020) et le genre Trichoderma
est connu parmi les souches fongiques plus cellulolytiques par leur capacité a produire bau

moins 2exogluconase (Bensmira, 2006).

En effet, 1’étude réalisée par (Saroj et Narasimhulu, 2018) dans les mémes condition
expérimentales que ce travaille montre que plusieurs isolats du genre Aspergillus (A.flavus,

A.fumigatus, A.ochraceus,A.nomius) présentent une activité cellulolytiques.
v’ Activité pectinolytique

D’apres les résultats obtenus apres 1’ensemencement de nos isolats sur le milieu pectine-
agar et a partir les résultats qui sont enregistrés dans le tableau neuf souches (F, G, J, K, L, M,
O, Q, R) possédant une bonne activité pectinolytiques traduite par la formation des zones
claires autour des colonies qui mettent en évidence une dégradation important de pectine

tandis que les souches (H, I, S) présent une faible activité

Ces résultats sont confirmer selon 1’étude de (El Garhy et al, 2020) montre également la
production de cet enzymes par plusieurs espéces fongiques tel que : fusarium, Trichoderma,

Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Penicillium Chrysogenum.

Selon le travail de (Sohail et al, 2009) qui montre la capacité de production de pectinase sur
un milieu gélosé a base de pectine chez deux isolats appartiennent au genre Aspergillus et un

autre isolat non identifié du genre Penicillium.
v Activité amylolytique

L’activité¢ amylolytique des souches se traduit par 1’apparition d’important zones claires

autour des colonies correspond a I’hydrolyse de I’amidon et parmi les résultats obtenu a partir
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le tableau tous nos isolats possedant une activité amylolytique avec une excellente activité

chez les trois souches (F, G, I).

Les champignons filamenteux sont largement exploités pour la production des enzymes y a

compris ¢ amylase tel de nombreux espéces d’Aspergillus (Mtibaa, 2019)

Et aussi par (Bhal et rajkonda ,2012) qui ont rapporté que des isolats de genre Trichoderma en

particuliere ceux de I’espéce T.viride sont les meilleurs producteurs de cette enzyme.

Selon I’étude de (Chamekh et al, 2019) ont rapporté quatre isolats fongiques de genre
Aspergillus, deux isolats de Fusarium et neuf de Penicillium comme source de production

d’amylases
v Activité laccasique

Cette activité traduit par 1’apparition des zones de lyse autour des colonies de nos isolats

fongiques

Parmi les résultats obtenus a partir le tableau neuf souches possédant une activité important

les reste trois souches (H, J, R) ne possédant aucune activité.

Selon I’étude de (Senthivelan et Narayani ,2019) Penicillium Chrysogenum est producteur de

laccase et leur laccase est purifier a un poids moléculaire 68 KDA

Et selon (Umar, 2021) le genre Trichoderma comprend plusieurs espéces de grand valeur
biotechnologique et sont enrichies de laccase maximum par formation d’une intensité de halo

de couleur visuelle.
v'Activité chitinolytiques

L’activité chitinolytiques a été testé sur un milieu & base de chitine colloidal avec un
indicateur de ph le virage de la couleur jaune (acide) vers violet expliquer la dégradation de la

chitine par des enzymes sécreter par les souches fongique

Parmi les résultats de tableau 6souches (F, G, I, Q, L, O) possédent une activité
significatives cela indiquer la capacité de ces souches a dégrader la chitine tandis que le reste

des souches fongiques ne possedent aucune activité marquée sur milieu de culture.
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Selon étude de (Ghorri, 2015) plusieurs espéces de Trichoderma tel que T.album,
T.harzianum T.viride, T.virens ont la capacité de produire chitinase et possédant une activité

trés important sur le milieu.

Et selon I’étude (Brzezinska SM et Urszula, 2012) Aspergillus niger est le meilleur

sécréteur de chitinase.
3. Activité Antimicrobienne
3.1 Activité antibactérienne

Dans cette étude nous avons testé 1’activité antibactérienne d’un totale de 12 souches
appartenant aux genres : Penicillium, Trichoderma, Aspergillus et Fusarium vis-a-vis de
Cinque souches bactériennes (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeroginosa
ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 et une
souche clinique Klebsiella sp.).

Le (Tableau 04) représente les résultats de I’activité antibactérienne, Parmi les 12 souches
fongiques, il y a 7 souches ont développé une activité antibactérienne, aussi les photos des

boites dans la (figure 24).

v/ 6 souches ont montrés un effet antibactérien vis-a-vis Bacillus subtilis sont:
Aspergillus fumigatus, Trichoderma sp. , Fusarium sp.1, Fusarium sp.2, Penicillium
sp. 4,

v Une souche a montré un effet antibactérien vis-a-vis Klebsiella est : Penicillium

chrysogenum.

Le reste des moisissures ne montre aucun effet contre les 5 souches bactériennes.
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Tableau 05: Diamétre des zones d’inhibition (mm) des bactéries par des souches fongiques

Souche
fongique

Souche

bactérienne

Aspergillus

fumigatus

Trichoderma

Sp.

Fusarium

sp.1

Fusarium

sp.2

Fusarium

sp.4

Penicillium

sp.4

Penicillium

chrysogenum

Bacillus

subtilis

18

10

13

15

19

18

Klebsiella
sp.

13

Trichoderma sp, ¢) Fusarium sp.1, d) Fusarium sp.2, e)Penicillium sp.4,
d’inhibition de Klebsiella sp. g) par Penicillium chrysogenum.

La zone

Nombreuse genres de moisissures sont connus comme étant producteurs des métabolites

secondaires, parmi eux Penicillium (produit la patuline, et cirtrinine etc.), Fusarium (produit

trichothécenes et zearalénone etc.) Et 1’Aspergillus (produit 1’aflatoxines et fumagilline etc.)

tous les métabolites secondaires ne sont pas néfastes pour la santé humain, il en est ainsi pour
les antibiotique (Boudih, 2011)
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La zone d’inhibition de Bacillus subtilis par Aspergillus fumigatus 18 mm de diamétre, ces
résultats accordent avec ceux obtenus Bramki en 2019, ou le diametre de la zone d’inhibition
de Bacillus subtilis par I’Aspergillus fumigatus environ 30 mm.

Selon la recherche de Khayat et Al-Araji le Trichoderma spp. Produit de nombreux
antibiotique et autre produits chimiques qui tuent les agents pathogenes ou inhibent leur

croissance.

Les résultats obtenus par Bao et al en 2013, montrent que le Penicillium a une activité
antimicrobienne contre Bacillus subtilis avec un CMI entre 1.5 & 97,5 pg ml™. Aussi les
travaux de Korejo et al en 2014, Penicillium sp produisent une large gamme de métabolite
importants du point de vie médical, notamment des antimicrobiens. La zone d’inhibition de

Bacillus subtilis par différents espéces de Penicillium est entre 6 et 14mm.
Par rapport a notre résultat la zone d’inhibition de Bacillus subtilis est 18mm.

L’¢tude de Sondergaard et al, 2016 démontré que certain métabolites secondaires de
Fusarium possédent un effet antibactérien, notamment 1’antibiotique Y, la beauvéricine, les

eniatines et I’acide fusarique.

La production de masse du premier antibiotique (Pénicilline) se fait 1928 par Alxender
fliming, la pénicilline ¢’est un métabolite de Penicillium notatum (Penicillium chrysogenum),
ce métabolite devenu le médicament de choix pour combattre les infections bactériennes
(Raman et Saker, 2020).

Par rapport aux résultats négatifs de cette activité peut-étre revenir a I’acquisition de

résistances par les souches bactériennes contre les souches fongiques.
3.2 Activité antifongique
3.2.1 Isolement des souches fongiques phytopathogenes

Apres 7 jours d’incubation sur milieu PDA a 30 °C, L’identification des souches
fongiques phytopathogénes est réalisée en tenant compte de leurs caractéres macro et
microscopique (x40). Le (Tableau 05) présente les résultats de la culture, 4 souches (MP1,
MP2, MP3 et MP4) appartenant de pourriture de maris, et une souche (MP5) appartenant de

tomate.
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Tableau 06 : Etude macroscopique et microscopique de souches phytopathogéne.

Observation

Observation
macroscopique (recto)

Observation
macroscopique (revers)

Observation
microscopique

Référence

Souche
MP1
Penicillium sp1. (Palem, et al 2015)
MP2
Fusarium equiseti 2017)
MP3
Penicillium sp. (The university ~of
P adelaide 20)
MP4

Fusarium sp.

(Yuri, 2012)
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MT5

3.2.1.1 Identification des souches fongique phytopathogenes

La souche MP1 : représente des colonies cotonneuses, de couleur vert foncé de bordures
blanches, leur vitesse de croissance est moyenne. L’observation microscopique montre que :
les hyphes sont septés, conidiophores ramifient en forme d’un pinceau, phialides a

I’extrémité des ramifications et les conidies sont rondes en langue chaine.

La souche MP2 : représente des colonies floconneuses, blanche a violet, avec un revers brun
a violet, leurs vitesse de croissance est rapide. Sur lame et sous le microscope leurs filaments
sont septés, hyalines est tres fine, les phialides sont courts et simples se forment le long des
hyphes, les microconidies sont produites en abondance, sur des conidiophores courts. Elles
sont ovales, et se trouvent en grappe a I’extrémité des conidiophores, ressemblent a celles

d’Acremonium.

La souche MP3 : représente des colonies duveteuses, de couleur vert-olive, avec un revers
leur vitesse de croissance est rapide. Le microscope révéle que les filaments sont septés
conidiophores ramifient en forme d’un pinceau, phialides a I’extrémité des ramifications et les

conidies sont rondes en langue chaine.

La souche MP4 : représente des colonies cotonneuses, blanches, avec un revers incolore, leur
croissance est courte. D’aprés 1’observation microscopique, leurs filaments sont septés et
hyalines, des phialides longues et fins, les microconidies sont ovales et produites sur les

conidiophores qui sont courts.

La souche MP5 : représente des colonies duveteuses, vert-brun sombre des bordures

blanches, avec un revers brun, leur vitesse de croissance est moyenne. Par rapport a

Alternaria sp. (Campbell, 2013)
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I’observation microscopique, les hyphes sont trés septés a paroi sombres, les conidiophores
sont souvent en forme de pied au niveau en forme de pied, produisant des conidies dans une
disposition talon-pointe. Les conidies sont en chaines, elles ont la forme d’une raquette, avec

de multiples septation.

L’identification préliminaire des souches fongiques isolées et purifiées a été réalisée par
I’observation de 1’aspect macroscopique (La texture du mycélium, la couleur du thalle et le
revers de la colonie), et microscopique (La nature du thalle et la forme des spores) des

cultures obtenues. Thilagam et al, (2017).

Et on confirme que notre étude correspond positivement avec les résultats d’isolement et

d’identification des champignons phytopathogeénes d’autres études similaires a la notre :

Saleem et al. (2022) a confirmé qu’Alternaria sp est le genre fondamental isolé de tomate
infectée.

Wang et al. (2021) affirme que Fusarium equisti est un genre primordial isolé a partir de
mais infecté, en plus que Zhou D, et al. (2018) approuve que Fusarium sp c’est I’un des

phytopathogénes les plus connues qui attaquent le mais.

Le résultat concernant le genre penicillium sp isolé a partir des grains de mais infecté est

directement proportionnel aux résultats de Wagara et al, (2021).
3.2.2 Mise en évidence de P’activité antifongique

Dans cette étude nous avons testé¢ I’activité antifongique d’un totale de 12 souches
appartenant aux genres de Penicillium, Trichoderma, Aspergillus et Fusarium vis-a-vis les
Cinque souches phytopathogénes (4 moisissure : Penicillium sp.A, Fusarium, penicillium

sp.B, Fusarium sp., et une levure Alternaria sp.)

Parmi les 12 souches fongiques isolées seulement 4 souches sont dotées d’une activité
antifongique, la souche EH1 : Aspergillus fumigatus, la souche EH2 : Trichoderma sp. , la

souche EF4: Aspergillus niger, la souche EF6 : Fusarium sp.1.
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Tableau 07 : Etude de I’activité antifongique des souches fongiques isolées a partir d’un SourceThermale.

Antagoniste

Phytopathogéne

Témoin

Aspergillus fumigatus

Trichoderma sp.

Aspergillus niger

Fusarium sp.1

Penicillium

Fusarium
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Penicillium

Fusarium

Alternaria
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Pourcentage d'ihnibition des champignons phytopathogénes par
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Figure 30 : Activité antifongique des souches fongiques isolées a partir d’une

source thermale contre des souches fongiques phytopathogénes.

La lecture de résultats se fait par la mesure de diameétre des colonies des souches
phytopathogeénes an absence (témoin) et en présence de 1’antagoniste, et 1’estimation du

pourcentage d’inhibition (1(%)).

Les deux souches antagonistes les plus performantes sont : Trichoderma sp. Qui donne un
grand effet contre tous les souches phytopathogenes, le diamétre de témoin de Penicillium
sp.B est 62mm et 12 mm en présence de Trichoderma sp. Donc un pourcentage

d’inhibition de 80%, le pourcentage d’inhibition le plus faible est 50%.

Aspergillus niger qui a le grand pourcentage d’inhibition 82%, contre Alternaria sp. Cette
antagoniste donne une bonne activité avec trois autres souches. 1l ne donne une activité

antifongique que contre Fusarium sp.

Le Fusarium sp. ne posséde que une seule activité antifongique, c’est contre Penicillium
sp.A le diameétre de témoin de cette dernier €gale 5,7mm, et en présence de 1’antagoniste

égale 1,9mm, 1(%)= 66%.

L’Aspergillus fumigatus est donne bonne activité antifongique contre deux souches sont :
Fusarium (74%), Fusarium sp. (58%).
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Selon les travaux de Abdaalla et al, 2014 le la capacité antagoniste des agents biologiques,
parmi d’autres par ’activité des enzymes lytique, telles que les chitinase, les protéase, les
lipase et les cellulase, qui sont capables de dégradés les polysaccharides responsables de la
rigidité des parois cellulaires des champignons.

Les résultats de ’activité enzymatique de 3 souches Aspergillus fumigatus, Trichoderma
sp. et Aspergillus niger ayant les 4 enzymes. Alors que Fusarium sp.1 a la capacité de dégradé

les protéines et cellulase.

Dans notre étude de 1’activité anti fongique les deux souches d’Aspergillus ont donné une
forte activité antifongique contre Fusarium, ce qui joindre avec 1’étude d’Ayadi-Ben
Abdaalla et al, 2014 auteur le pouvoir antifongique des Aspergillus spp. Et de leurs filtrats de
cultures et extraits organique contre Fusarium sambucinum « Une réduction significative du
diamétre des colonies de Fusarium sambucinum a été notée avec tous les Aspergillus spp.
Testés. L’Aspergillus niger est montré la réduction la plus importante. L’effet antifongique
d’Aspergillus sp. est attribué soit a la production d’antibiotiques soit a la production

d’enzymes lytique».

A la présence de I’antagoniste Trichoderma sp., Le Fusarium sp.A, leur développement
ne dépasse pas 31 mm de diameétre alors que le diameétre de leur témoin est 5,8mm. Et
I’espece Fusarium equiseti se développe avec un diamétre de 11 mm et le diamétre de leur
témoin attient jusqu’a 50mm. Ces résultats sont d’accord avec ceux obtenus par la recherche
de Ghorri en 2015, qui monte I’importance de I’activité antifongique de Trichoderma.
L’inhibition de croissance de Fusarium par Trichoderma est supérieure a 65%, et leur surface
de croissance varient de 20 a 28 mm. Le témoin de fusarium est occupé un surface varient de

55 a 60mm de diametre.
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Au terme de ce travail, il en ressort que les sources thermales contient des espéces
fongiques d’intérét industriel et médicale important, présente par leur sécrétion d’un large
spectre d’enzymes extracellulaire tel que : Protéase, lipase et chitinase... qui ont montré leurs
énorme potentiel en biotechnologies. Et par la production des substances antifongiques et
antibactériennes, donc ils peuvent étre utilisés comme des agents de lutte biologique pour

combattre les agents pathogeénes.
Notre recherche a porté principalement sur 3 axes :

L’isolement des souches fongiques a partir de trios échantillons d’une source thermale :
eau, sol humide (au fond d’eau) et le sol forestiers sur milieu PDA permet d’obtenir douze
isolats fongiques. L’étude morphologique macro et microscopique des souches, permet a
nous d’identifié les 12 souches fongique qui appartenant de 4 genres : Penicillium (42%),
Fusarium (33%), Aspergillus (17%), Trichoderma (8%).

La mise en évidence de ’activité de 7 enzymes extracellulaire (protéase, lipase, cellulase,
pectinase, amylase, laccase et chitinase) donne un résultat positif avec un pourcentage de
83%. Les 3 souches : Aspergillus fumigatus, Trichoderma sp. et Fusarium sp. 3, ayant un
bagage enzymatique considérable par leur possession de tous les enzymes testés. Les 4
souches, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Fusarium sp.2, Fusarium sp.4 sont
capables de produire 6 enzymes extracellulaires. Les 5 souches restes : Penicillium sp.1,
Fusarium sp.1, Penicillium sp.2, Penicillium sp.3, Penicillium sp.4, sont possede 5 enzymes

extracellulaire.

L’étude de ’activité antibactérienne des souches fongique isolées montre que : 7 souches
fongique ont un effet sur 2 bactéries. Aspergillus fumigatus, Trichoderma sp. , Fusarium sp.1,
Fusarium sp.2, Fusarium sp.4, Penicillium sp.4 contre Bacillus subtilis. Penicillium

chrysogenum contre Klebsiella sp.

L’isolement des souches phytopathogénes a été réalisé a partir des pourritures de mais et
de tomate, leur identification se fait par des analyses macro et microscopique, nous avons
obtenus : 5 souches : Penicillium sp.A, Fusarium equiseti, Penicillium sp.B, Fusarium sp.A,
Alternaria sp. Ces souches sont utilisées pour le teste antifongique des souches fongique

isolées a partir d’une source thermale. Ce teste montre la présence de 4 souches ayant un
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antagonisme contre les 5 souches fongique phytopathogenes, sont : Aspergillus fumigatus,
Fusarium sp.1 , Trichoderma sp. , Aspergillus niger, les deux derniéres souches ont un grand
pouvoir d’inhibition, avec 1(%) dépasse 75%. Les deux espéces d’Aspergillus et Trichoderma
ayant une activité amylolytique et chitinolytique excellente.

D’aprés ces résultats préliminaires, ces champignons extrémophiles par rapport a la
température et salinité, ont une grande importance biotechnologique et médicale, et mérites

d’autres études plus approfondies comprennent :

v Une identification moléculaire pour identifier chaque espéce précisément.
L’¢tude de cinétique et I’optimisation des parametres physicochimique pour une

meilleure production des molécules actives.

Tester d’autre activités biologique, telles que 1’activité anticancéreuse, antioxydant,

etc.
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Annexes

Milieux de culture et réactifs

1. Milieu Potato dextrose agar (PDA) (Oei.P, 2005)

Pomme de terre ......cccoevvveveenenn, 200g
D-glucose......ccoovvviviiiiiinnn.n. 20g
Agar. i 20g
Eau distillée........................... 1000ml

- Laver et pesez la pomme de terre, puis raper dans 500ml d’cau distillée.

- Porter a 1’ébullition 1 heure et 30 minutes.

- Ecraser la pomme de terre et filtrer.

- récupérer le filtrat et ajouter le D-glucose

- compléter le volume avec eau distillée jusque a 2000ml

- poser dans chaque flacons 5g d’agar puis compléter avec le filtrat qui déja préparer.
- stériliser par autoclave a 121 C°

2. Milieu protéase

= Sgd’agar dans 162.5ml d’eau distillé
= 2.62g de lait en poudre dans 87.5ml d’eau distillé

3. Milieu CMC-agar

= CMC 209
= Extrait de levure 5¢
= Agar 159

=  Eau distillé 1000ml



4. Milieu chitinase (Kotasthane, 2012)

= Chitine colloidal 4.59

*  MgS0,4.7H20 0.3g

=  (NH4)SO4 3.0g

=  KH2po4 2.0g

= Acide citriqgue monohydrate 19

= Agar 159
= Pourpre violet de bromocrésol 0.15¢g
=  Tween -80 200

5. Milieu lipase (Larbi daouadji, 2015)

= Ky;HPO, 0.8g/L

=  KH;PO, 0.69/1

= (NHg4),SO, 19/l

= MgSO,4 7H,0 0.29/l

= CaClL; 0.05g/L
= Nacl 3/l

=  FeSO, 0.001g/L
=  Emulsion de I’huile d’olive 1%

= PH:7

»  Préparation de I’émulsion de I’huile d’olive a 1
= 1ml de I’huile d’olive dans un 9ml de la gomme arabique a 1%, agitation pendant 2

minutes

6. Milieu amylase

=  Extrait de la pomme de terre 1000ml
=  Amidon 10g

=  Glucose 20g

=  Agar 209

7. Milieu pectinase
= Pectine 59
=  Extrait de levures 59



=  Agar 209
= Eaudistillée 1000ml

8. Milieu laccase
=  Milieu PDA additionné d’un gaiacol (0.01%)

» Solution d’eau physiologique
=Nacl 99
= Eau distillée 1000 ml
» Solution Mc-Farland 0.5
= Chlorure de baryum & 1% (10g /L) 0.05 ml
= Acide sulfurique 1% (10ml/L) 9.95mL

9. Les indicateurs colorés

» Rouge Congo a 0.1%
= Rouge Congo 0.1g
= Eaudistillée 100ml

- dissoudre 0.1g de rouge Congo dans un petit volume de I’eau distillée puis compléter le

volume jusqu’al00ml

> Acétate de cuivre 2 0.7%
= Acétate de cuivre 7.5¢
=  Eau distillée 1000ml

-dissoudre 7.5g de I’acétate de cuivre dans un petit volume d’eau distillée puis compléter le

volume jusqu’a 1000ml



Résumé

L’identification de la diversité fongique est ’'un des moyens les plus efficaces qui
permettent de la valoriser par des applications dans différents domaine, entre autre dans le
domaine de la biotechnologic blanche. L’objectif de notre étude est d’identifier la diversité
fongiques existe dans une source chaude et d’étudier 1’activité biologique de chaque
moisissure. Pour cela nous avons effectué un échantillonnage a partie de trois stations d’une
source thermale (Hammam Ouled Achour) situé a la commune EI Ayadi-Berbes, wilaya de
Mila qui sont I’cau thermale, le sol de source et le sol forestier sol forestier. Adjacent aux
sources chaudes. Et I’isolement ce fait par la technique de suspension-dilution ensemencé sur
milieu PDA. L’identification macroscopique et microscopique a révélé 12 genres fongiques a
savoir Penicillium, Fusarium, Aspergillus et Trichoderma. L’analyse statistique a montré, par
ordre décroissant que le genre majoritaire était Penicillium avec une fréquence de 42 %, suivi
du genre Fusarium avec un pourcentage de 33 %, 17% d’Aspergillus et enfin Trichoderma
avec un pourcentage de 8 %. Aprés identification de ces isolats nous avons mis en évidence
I’activité enzymatique de ces souches fongiques pour les enzymes suivantes : protéase,
Lipase, Cellulase, Pectinase, Amylase, Laccase et chitinase, les résultats obtenues sont les
suivants : Penicillium sp.1, Trichoderma sp, Fusarium sp.4 ont des résultats positif pour la
sécrétion de tous les enzymes. Laccase(-), chitinase (-) pour Penicillium sp.4, Penicillium
sp.2, comme on a aussi lipase (-) et chitinase (-) pour Fusarium sp.2, Penicillium sp.3 et
Penicillium sp.5, résultat lipase négatif pour Fusarium sp.3 et Fusarium sp.5. Aspergillus
niger été caractérisé par laccase (-), Fusarium sp.1 a également donné un résultat négatif pour
la dégradation de chitine. On a étudi¢ aussi ’activité antagoniste de chaque souche par
confrontation directe avec des moisissures phytopathogenes qui sont Penicillium, Fusarium
equiseti, Fusarium et Alternaria. Le résultat montre que seulement quatre souches sont dotées
d’une activité antifongique, la souche EH1 : Aspergillus fumigatus, la souche EH2 :
Trichoderma sp, la souche EF4 : Aspergillus niger, la souche EF6 : Fusarium sp.1, Et cela est
dG au fait que ces résultats sont cohérents avec ceux de I’activité enzymatique de ces
moisissures. Et en fin nous avons testé 1’activité antibactériennes des souches étudiées vis-a-
vis a 5 souches bactériennes, nos résultats ont démontré que seulement sept souches ont
développé une activité antibactérienne vis-a-vis Bacillus subtilis qui sont: Aspergillus
fumigatus, Trichoderma sp, Fusarium sp.1, Fusarium sp.2, Fusarium sp.4, Penicillium sp.4 et

une souche a montré un effet antibactérien vis-a-vis Klebsiella est : Penicillium chrysogenum.
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Abstract

The identification of fungal diversity is one of the most effective ways to valorize it through applications
in different fields, among others in the field of white biotechnology. The objective of our study is to
identify the fungal diversity existing in a hot spring and to study the biological activity of each mold. For
this we have carried out a sampling from three stations of a hot spring (Hammam Ouled Achour) located
in the commune El Ayadi-Berbes, wilaya of Mila which are the thermal water, the spring soil and the
forest soil. And the isolation is done by the technique of suspension-dilution seeded on medium PDA.
The macroscopic and microscopic identification revealed 12 fungal genera namely Penicillium,
Fusarium, Aspergillus and Trichoderma. Statistical analysis showed, in decreasing order, that the
majority genus was Penicillium with a frequency of 42%, followed by the genus Fusarium with a
percentage of 33%, 17% of Aspergillus and finally Trichoderma with a percentage of 8%. After
identification of these isolates we have highlighted the enzymatic activity of these fungal strains for the
following enzymes: protease, Lipase, Cellulase, Pectinase, Amylase, Laccase and chitinase, the results
obtained are the following: Penicillium sp.1, Trichoderma sp, Fusarium sp.4 have positive results for the
secretion of all enzymes. Laccase(-), chitinase (-) for Penicillium sp.4, Penicillium sp.2, as well as lipase
(-) and chitinase (-) for Fusarium sp.2, Penicillium sp.3 and Penicillium sp.5, negative lipase result for
Fusarium sp.3 and Fusarium sp.5. Aspergillus niger was characterized by laccase (-), Fusarium sp.1 also
gave a negative result for chitin degradation. The antagonistic activity of each strain was also studied by
direct confrontation with phytopathogenic molds which are Penicillium sp, Fusarium equiseti, Fusarium
sp and Alternaria sp. The result shows that only four strains are endowed with antifungal activity, the
strain EH1: Aspergillus fumigatus, the strain EH2: Trichoderma sp, the strain EF4: Aspergillus niger, the
strain EF6: Fusarium sp. And this is due to the fact that these results are consistent with those of the
enzymatic activity of these molds. And finally we tested the antibacterial activity of the studied strains
towards 5 bacterial strains, our results showed that only seven strains developed antibacterial activity
towards Bacillus subtilis which are Penicillium sp.1, Trichoderma sp, Fusarium sp.1, Fusarium sp.2,
Fusarium sp.5, Penicillium sp.5 and one strain showed antibacterial effect towards Klebsiella is :

Penicillium sp.5.

Key words: fungal strains, isolation, identification, enzymatic activity, phytopathogenic molds,

antagonistic activity, antibacterial activity.
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Résumé

L’identification de la diversité fongique est I’un des moyens les plus efficaces qui permettent de la valoriser
par des applications dans différents domaine, entre autre dans le domaine de la biotechnologie blanche.
L’objectif de notre étude est d’identifier la diversité fongiques existe dans une source chaude et d’étudier
’activité biologique de chaque moisissure. Pour cela nous avons effectué un échantillonnage a partie de trois
stations d’une source thermale (Hammam Ouled Achour) situé a la commune EI Ayadi-Berbes, wilaya de
Mila qui sont I’eau thermale, le sol de source et le sol forestier. Et I’isolement ce fait par la technique de
suspension-dilution ensemencé sur milieu PDA. L’identification macroscopique et microscopique a révelée
12 genres fongiques a savoir Penicillium, Fusarium, Aspergillus et Trichoderma. L’analyse statistique a
montré, par ordre décroissant que le genre majoritaire était Penicillium avec une fréquence de 42 %, suivi du
genre Fusarium avec un pourcentage de 33 %, 17% d’Aspergillus et enfin Trichoderma avec un pourcentage
de 8 %. Apres identification de ces isolats nous avons mis en €vidence ’activité enzymatique de ces souches
fongiques pour les enzymes suivantes: protease, Lipase, Cellulase, Pectinase, Amylase, Laccase et
chitinase, les résultats obtenues sont les suivants : Aspergillus fumigatus, Trichoderma sp, Fusarium sp.4 ont
des résultats positif pour la sécrétion de tous les enzymes. Laccase(-), chitinase (-) pour Penicillium sp.4,
Penicillium sp.2, comme on a aussi lipase (-) et chitinase (-) pour Fusarium sp.2, Penicillium sp.3 et
Penicillium sp.5, résultat lipase négatif pour Fusarium sp.3 et Fusarium sp.5. Aspergillus niger été
caractérisé par laccase (-), Fusarium sp.1 a également donné un résultat négatif pour la dégradation de
chitine. On a étudié aussi ’activité antagoniste de chaque souche par confrontation directe avec des
moisissures phytopathogénes qui sont Penicillium, Fusarium equiseti, Fusarium et Alternaria. Le résultat
montre que seulement quatre souches sont dotées d’une activité antifongique, la souche EH1 : Aspergillus
fumigatus, la souche EH2 : Trichoderma sp, la souche EF4 : Aspergillus niger, la souche EF6 : Fusarium sp.
Et cela est d0 au fait que ces résultats sont cohérents avec ceux de I’activité enzymatique de ces moisissures.
Et en fin nous avons testé 1’activité antibactériennes des souches étudiées vis-a-vis a 5 souches bactériennes,
nos résultats ont démontré que seulement sept souches ont développé une activité antibactérienne vis-a-vis
Bacillus subtilis qui sont : Aspergillus fumigatus, Trichoderma sp, Fusarium sp.1, Fusarium sp.2, Fusarium
sp.4, Penicillium sp.4 et une souche a montré un effet antibactérien vis-a-vis Klebsiella est : Penicillium
chrysogenum.

Mots-clefs :  souches fongiques, Isolement, Identification, Activité enzymatique, champignons
phytopathogénes, Activité antagoniste, Activité antibactériennes.
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