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Introduction

Introduction

Depuis I’avénement des antibiotiques, une nette amélioration de la qualité et de la
durée de vie a été constatée. Cependant, leur utilisation intensive a eu pour conséquence
I’adaptation des bactéries a ces remarquables substances (Boughachiche et al., 2011). A cela
s’ajoute le fait que les antibiotiques sont absolument indispensables pour le traitement de la
quasi- totalité des maladies infectieuses amenant la plupart des industries pharmaceutiques a
orienter leurs recherches vers deux axes principaux : la recherche de nouveaux médicaments
et le contréle des phénomeénes de résistance des bactéries aux antibiotiques (Olaitan et al.,
2014).

En effet, ces derniéres années ont été marquées par une augmentation inquiétante de la
multi -résistance de bactéries pathogenes (Tchamba et al., 2014), la résurgence de maladies
infectieuses que I’on croyait parfaitement maitrisées et I’émergence de nouveaux pathogénes
et ceci particulicrement dans les pays en développement en général et ceux d’Afrique
Subsaharienne en particulier, en raison de 1’inexistence de réglementation et de contrdle
(Diande, 2010; Savadogo et Traoré, 2011; Bagré et al., 2015). Ces constats expliquent
I’'urgence de disposer de nouvelles molécules d’antibiotiques (Boughachiche et al., 2011).

Les scientifiqgues sont continuellement a la recherche de nouveaux microbes
produisant des antibiotiques parce que les souches pathogéenes résistantes aux médicaments
émergent plus rapidement que le taux de découverte de nouveaux médicaments et
d'antibiotiques (Kumar et al., 2010). Par conséquent, un certain nombre d'antibiotiques
capables de lutter contre les bactéries pathogénes ont été découverts. Il existe de nombreuses
sources ou les antibiotiques peuvent étre découverts, cependant, le sol est la source la plus
importante pour la découverte de nouveaux antibiotiques. Selon Dulmage et Rivas (1978), les
micro-organismes du sol ont été continuellement criblés pour leurs métabolites actifs
biologiques utiles, tels que les antibiotiques depuis longtemps.

Parmi ces microorganismes, les champignons représentent un groupe d’organismes
majeurs a la fois dans le fonctionnement des écosystemes mais également dans des
applications biotechnologiques qu’ils peuvent potenticllement diriger (Schmit et Mueller,
2007 ; Bérdy, 2005) On peut par exemple citer la découverte en 1928 de la pénicilline
produite par une souche fongique Penicillium notatum, qui ouvrira la voie a la biosynthese
d’antibiotiques utilisés dans la pharmacopée depuis 1940 (Carson et Hartwell, 1985 ; Gertz et
al., 2009).
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Dans les milieux extrémes serait fort probable d’au temps plus, qu’il a été prouvé que
les moisissures isolées a partir des milieux extrémes, notamment, hypersalins, peuvent
synthetiser plus de métabolites secondaires caracterisés par une stabilité biologique et
chimique (Benghrieb et Gerboua, 2018).

Dans ce contexte, 1’objectif principal du présent travail consiste a 1’é¢tude de D’activité
antibactérienne d’isolats fongiques sélectionnés a partir de sebkha d’Ezzemoul, AinM’Lilla.
Pour ce faire, ce travail comporte les parties suivantes :

> Chapitre let 2: une synthese bibliographique représentant la premiére partie de notre

étude a éte realisée afin de regrouper les informations essentielles sur les moisissures,

les environnements hypersalins.

» Chapitre 3: présente la méthodologie développée pour cette étude. Décrit le site

d’étude et les différentes techniques utilisées.

> Chapitre 4: présente les résultats obtenus au cours de ce travail.
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Milieux salins
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I. Généralités

Les environnements hyper salins sont définis comme étant des milieux
contenant des concentrations en sels plus élevées que celles de I’eau de mer. Cependant, pour
une définition plus spécifique des environnements hyper salins, on doit tenir compte,
mis a part la concentration en sel, de ’origine de I’eau et des types de sels (Das-Sarma et
Arora, 2001). L’origine des sels responsables de cette salinité est diverse : marine actuelle ou
ancienne, pétrographique due aux ions libérés par l’altération de certaines roches
sédimentaire, volcanique, hydrothermale et éolienne apportée par des embruns; elle est aussi
trés souvent anthropique induite par la mise en valeur hydroagricole et autres aménagements
(eaux d’irrigation, remontées de nappes phréatiques, engrais, solutions nutritives des serres et
des cultures hors sol, effluents urbains, etc.) (Loyer, 1991).

La concentration de sels et leur nature est variable et ils peuvent étre classés dans l'une
des deux catégories suivantes: thalassohaline ou athalassohaline (Rachel Sarah, 1998).
Les thalassohalins qui sont des environnements tenant leur origine de 1’évaporation des eaux
de mer, de tels environnements aquatiques sont désignés sous le nom de thalassohalins (du
grec thalasso, la mer) (McGenity et al., 2000 ; Oren, 2002 ; Oren, 2006). Leurs sels minéraux
sont dans les mémes proportions que celles contenues dans 1’eau de mer (Litchfield et
Gillevet, 2002 ; Grant, 2004 ; Gerday et Glansdorff, 2007) ; I’autre groupe correspond aux
environnements athalassohalins dont la composition ionique differe complétement de
celle de I’eau de mer (Litchfield et Gillevet, 2002; Oren, 2002; Roussel et al., 2008).

La figure 1 présente un exemple de chaque type d’environnements hyper-salins.

Figure 1 :(A) Marais salants de Costa Blanca en Espagne (thalassohalins) (Falb et al.,2005)
,(B) la Mer Morte (athalassohalins) (Sapin, 2009)
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Les deux plus grands lacs hyper-salés étudiés sont: le Grand Lac Salé a 1’Ouest des
Etats Unis et la Mer Morte au Moyen Orient qui est la plus profonde avec 340 m ayant aussi
une grande concentration en magnésium (Mg?*) (44 g/l) (Das-Sarma et Arora, 2001).

Outre ces deux principaux lacs, il existe des environnements pouvant faire 1’objet
d’études. Il s’agit des Chotts et Sebkhas qui sont des vases salées périodiquement inondables

surtout pendant la saison des pluies et recouvertes par des crodtes salines pendant la saison

seche (Figure 2).

Figure 2: Photographie de Sebkha Ezzemoul Ain M’lila (Algérie) (Kharroub, 2007).

Ces Chott et Sebkhas sont des cuvettes fermées a 1’intérieur d’un Bassin versant qui a
une fonction de collecteur: il recueille les précipitations et les transforme en
écoulements depuis les sommets des reliefs montagneux, appelés lignes de crétes, qui le
délimitent jusqu'a ces cuvettes et par conséquent les alimente en eau (Demdoum, 2010).

La figure 3 montre un exemple de bassin versant. Il s’agit de celui d’El Eulma dans la

Wilaya de Setif (Algérie) regroupant des Chotts et Sebkhas.
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Figure 3: Photographie Satellite du bassin versant d’El Eulma (Algérie) (Bouali et Brahimi,
2011).

Il. Caracteristiques physico-chimiques des environnements hypersalins

La salinité des saumures se définit comme la somme des cations et des anions
qu’il contient. Le principal sel, présent en quantité quasi inépuisable dans les mers, océans,
lacs salés et aussi dans les mines de sel, est le chlorure de sodium. La majorité des eaux
hypersalines contient 8 a 10 fois plus de sels dissous totaux que I’eau de mer (Caumette,
1998).

Dans les environnements thalassohalins I’eau de mer est concentrée par évaporation,
tous les sels présents augmentent leurs concentrations dans les mémes proportions jusqu’au
seuil de précipitation. Les carbonates précipitent sous forme de carbonates de Ca** dés que la
salinité atteint 6 % (p/v). Ensuite, le sulfate précipite et forme des dépdts de gypse
(sulfate de Ca*") dés que la salinité dépasse 10% (p/v). Au-dela de 25 % (p/v), le chlorure
de Na* commence a précipiter sous forme d’halite et précipite pleinement a 34 % (p/v) (10
fois la concentration de 1’eau de mer). Les eaux sont par la suite enrichies en ions Mg2+ et K
dont les sels précipitent a des salinités 20 fois supérieures a celle de 1’eau de mer (Blatt et al.,
1980 ; Rodriguez-Valera et al., 1985).

En environnement athalassohalins, en plus de ’ion Na®, d’autres ions prédominent,
comme I’ion Mg* dans la Mer Morte (Kharroub, 2007). Alors que les lacs hypersalés
sodes présentent une autre variation dans la composition ionique. Il y’a prédominance

des carbonates et des chlorures comme anions et le Na* comme cation. Le pH des lacs
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hypersalins d’origine thalassohalines est généralement proche de la neutralit¢ ou
legerement alcalin (Litchfield,1998) (Tableau 1). Alors que celui de la Mer Morte
(origine athalassohaline) est Iégerement acide (Oran, 2002). La saturation des eaux due a
I’évaporation réduit encore le pH et la solubilité de I’oxygeéne. Mais 1’agitation des eaux de
surfaces par le vent permet I’aération et donc la disponibilit¢ de [’oxygéne pour les

microorganismes aérobies des couches superficielles (Litchfield, 1998).

Tableau 01 : Composition ionique des environnements hyper-salins (Litchfield, 1998)

Composition Concentrations (g/1)
ionique | Lac Magadi | Lac Naturn | Grand Lac | Mer Morte | Eaudemer | Bassinde
(Kenya) Zugm Salé de (Moyen cristallisation
(Egypte) "Utah Orien) de San Diego
(USA) (USA)
Na’ 46 142 105,4 40,1 10,6 120
K 0,06 23 6.7 765 08 5
Ca 0,0007 0,0 03 17,2 0,40 3,01
Mg~ : 0,0 11,1 M 1,27 144
Cl 14 154.6 18] 2249 18.9 210
COy 349 67,2 0,27 0,077 0,14 245
0.7 i 26 27 0,45 2,65 -
Azote total 0,038 . 4,372 - -
oH 10,35 1l 77 5,963 8.1

(*-* non déterming)

Dans le cas des Chotts et Sebkhas, les ions calcium et magnésium (Ca® et Mg®")
proviennent du lessivage des calcaires et dolomites constituant les massifs, l'ion sodium
(Na") provient surtout du lessivage des faciés triasiques saliféres et des formations récentes
Mio-Plio-Quaternaires ce qui explique aussi les grandes concentrations en chlore (CI)
(Demdoum, 2010).

I11.La vie en milieux hyper salins
Il est clair que les halophiles sont trouvés dans les trois domaines: Archaea, Bacteriaet

Eukarya (Oran, 2002). La Figure 4 indique que ces domaines contiennent des représentants

halophiles.
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Bacteria Archaea Eukarya

Animals

Green nonsulfur Entamoebae  Slime

; molds
bacteria Euryarchaeota
Mitochondrion
Methano- Halobacteriaceae
Crenarchaeota bactertim

IPI()laobaclena Firmicute Thermoproteus

\

Methano-

Pyrodictium COCCuUs Thermoplasma
\

Chioroplast

yanobactena

Thermococcus

Trichomonads

Marine

\
rolobus
Crenarchaeota 2

Bacteroidetes

Methanopyrus

Korarchaeota
Thermotoga
Nanoarchaeota
Thermodesulfobactenum Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Les groupes marqués avec des boites bleues contiennent au moins un représentant halophile

Figure 4: Arbre du vivant et la distribution de microorganismes halophiles dans l'arbre
(Oren, 2008).

Dans le domaine Archaea, nous trouvons la plupart des microorganismes exigeant en
sel dans l'ordre Halobacteriales, qui contient une seule famille, Halobacteriaceae.
L’Halophilisme est répandu dans le régne bactérien: le phylum Cyanobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaeteset Bacteroidetes.

Avec quelques exceptions notables, bien que les micro-organismes adaptés aux fortes
concentrations en sels soient largement répandus parmi les régnes des archées et des bactéries
(Oren, 2008). La vie eucaryote a de fortes concentrations salines est aussi possible. Parmi les
eucaryotes halophiles, on retrouve des micro-organismes comme des champignons et des
algues, ainsi que des macro-organismes comme la crevette Artemia retrouveée pour des
concentrations de 150-200 g.L™" de sels (Oren, 2011). Des protozoaires flagellés ont été
observés dans des étangs artificiels (Cho, 2005).

La concentration en sel requise pour la croissance et maximale supportée dépend
souvent de la composition du milieu et de la température de croissance. Les définitions les
plus utilisées ont éte formulées il y a trente ans par Kushner qui distingue des catégories
différentes: Halophiles extrémes (2,5 a 5,2 M de NaCO0l), halophiles modérés (0,5 a 2,5 M de
NaCl) et les microorganismes qui ne montrent pas dexigence absolue en sel pour la

croissance (Oren, 2008).
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Les moisissures

I. Généralités sur les champignons
Historiquement, les champignons ont été considérés pendant longtemps comme une

partie du régne végétal en raison de la ressemblance avec les plantes dans le fait, a quelques
exceptions, qu’ils ont des parois cellulaires définies, sont non mobiles et se reproduisent par
I’intermédiaire des spores (du grec spora: semence, spore) (Nasraoui, 2015).

Les champignons ou Fungi sont des organismes eucaryote uni ou pluricellulaires,
hétérotrophes (nécessitant une source de carbone et d’azote pour leur développement) et
ubiquistes. Le terme «moisissure», au sens large, inclut les champignons filamenteux
(mucorales, ascomycetes et deutéromycétes) (Reboux et al., 2010).

IIs sont microscopiques, ubiquistes qui regroupent des milliers d'espéces. Ce sont des
saprophytes dont le role est de dégrader la matiere organique morte ou quelque fois vivante
(Bush et Prochnau, 2004). Les moisissures fait généralement référence a leur aspect
macroscopique. Sur le substrat colonisé, elle se représentant en texture laineuse, poudreuse et
cotonneuse (Deleu et al., 1999).

On peut distinguer deux grands types de moisissures:

sLes moisissures utiles: qui sont utilisées dans I’industrie pour conférer aux produits des
propriétés organoleptiques et technologiques supérieures comme le Penicillium camenberti et
Penicillium roqueforti en fromagerie, Penicillium jensenii ou nalgiovense en salaisonnerie
(Sarah, 2011).

«Les moisissures nuisibles: qui peuvent se développer sur différents substrats et entrainer une
altération des qualités nutritionnelles et dietétiques des produits. Ainsi, on estime que le
développement incontrélé de micromyceétes est a 1’origine de la perte de 5 a 10 % des récoltes
mondiales (Filtenborg et al., 1996).

Il. Développement des moisissures
Le développement des moisissures comprend deux phases: une phase végétative et une

phase reproductive (Davidson et al., 1996).

I1.1. La phase végetative

Les champignons filamenteux sont hétérotrophes et manquent de chlorophylle. Ils n’ont
pas de tissus et par conséquent ils ne possédent ni racines, ni tiges, ni feuilles, ni systéme
vasculaire. Leur corps somatique (ou végétatif) est appelé thalle. Les thalles fongiques sont

généralement filamenteux et multicellulaires (Nasraoui, 2015).
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Le thalle est composé de filaments ou hyphes. Ces hyphes comprennent les organites
classiques d’une cellule: noyau, mitochondrie, cytoplasme et vésicules (Sarah, 2011).

I’ensemble des hyphes constituent un réseau appelé mycélium (Ghorri, 2015).

cloison

parol
cellulaire

hyphe

Figure 5: Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium
(Chabasse et al., 2002).

Les hyphes sont diffus, tubulaires et fins avec un diamétre compris entre 2 et 15 um et
sont plus ou moins ramifiés. Chez certaines moisissures, comme par exemple Mucor, les
cellules ne sont pas séparées par une cloison transversale, le thalle est alors dit coenocytique
ou Siphonné alors que chez d’autres, comme par exemple Aspergillus, le thalle est cloisonné
ou septé (Girbardt, 1957 ; Trinci, 1969 ; Gregory, 1984 ; Bartnicki-Garcia, 2002) (Figure 6).

Les cloisons, appelées septa possedent des perforations assurant la communication
entre les cellules. Les caractéristiques morphologiques de ces microorganismes sont liées a
leur substrat nutritif. La colonisation du substrat est réalisée par extension et ramification des
hyphes (Aurélie, 2013).
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Thalle filamenteux cénocytique

Thalle filamenteux septé

Figure 6 : les structures de talles filamenteux: hyphe cénocytique (a gauche), hyphe septé (a
droite) (Nasraoui, 2015).

La paroi des champignons filamenteux constitué de: glycoprotéines qui jouent un role
dans 1’adhérence; mannoprotéines qui forment une matrice autour de la paroi et
essentiellement de polysaccharides qui sont majoritairement la chitine, un polymeére linéaire
de polysaccharide azoté, la N-acétylglucosamine ; les sous-unités étant liées par des ponds f
-1,4-glycosidiques et les glucanes, polyméres de molécules de D-glucose liées entre elles par
des liaisons B (Aurélie, 2013). Ces deux polysaccharides assurent la protection des
moisissures vis-a-vis des agressions du milieu extérieur. La chitine joue un role dans la

rigidité de la paroi cellulaire. (Nwe et Stevens, 2008).
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Les moisissures

11.2. La phase reproductive

Les champignons filamenteux se reproduisent par des spores. Leur cycle de
propagation est assuré par deux types de spores: I'un intervenant dans la reproduction sexuée
(stade parfait), l'autre dans la multiplication asexuée (stade imparfait) (Linas et al., 1998 ).
11.2.1. Reproduction asexuée

La reproduction asexuée caractérisée par la dispersion de spores asexuées, permettant
la propagation des moisissures afin de coloniser d’autres substrats. Cette forme de
reproduction asexuee est appelée la sporulation (Adams et al., 1998).
Il y’a plusieurs formes de reproduction asexuée et plusieurs types de spore: les spores peuvent
étre le résultat de la fragmentation d'un fragment parent de mycélium (arthrospores), elles
peuvent aussi é&tre produites de maniére endogene a [D’intérieur du sporocyste
(sporocystiospores), ou de maniére exogene en continu a [’extrémité des structures
specialisées appelées phialides (conidiospores) (Figure 08) (Aurélie, 2013).
Ces spores sont indispensables pour contaminer les nouveaux milieux par I’air ou par I’eau
ou par des insectes quand le premier est épuise (Fréalle et al., 2017). Si les conditions
favorables (substrat, chaleur, température, humidité) les spores vont germer et les logettes
vont produire un tube germinatif, puis un mycélium ou vont se différencier des conidiophores

a partir desquels vont se former les spores (Linas et al., 1998 ).

\j \ Spores

N -

Q ey Sporocyste

|
Fragmentation Production endogéne Production exogene
Arthrospores Sporocystiospores Conidiospores

Figure 8 : Les différents modes de sporulation et les différents types de spores associées
(Barnett et Hunter 1998).
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11.2.2. Reproduction sexuée

Le cycle sexuel des champignons se déroule en trois étapes: plasmogamie, caryogamie
et méiose (Ghorri, 2015).
La plasmogamie correspond a la fusion cellulaire entre deux cellules haploides. La cellule
résultante est appelée dicaryon car elle posséde deux types de noyaux haploides. Les deux
noyaux vont fusionner lors de la caryogamie puis la méiose va convertir une cellule diploide

en quatre cellules haploides (Carlile et Watkinson, 1994).
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Figure 9: Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d’une moisissure

(Ghorri 2015).
I11.Le mode de vie des moisissures

I11.1. Saprophytes

La quasi-totalité des moisissures vivent aux dépends de la matiére organique en
décomposition. Ce sont des agents de recyclage de la matiere minérale dans la nature
(Kachour, 2004).

111.2. Parasites
Exploitent la matiere organique vivante, qu'il s'agisse des végétaux, ou animaux, ou

méme d’autres mycétes (Lutzoni et al., 2004).

111.3. Symbiose
Les associations symbiotiques entre champignons et végétaux supérieurs (mycorhize)
constituent la forme de symbiose la plus répandue a I’échelle planétaire (Ghorri, 2015).

Chacun des deux organismes tirent le bénéfice de I’autre (Kachour, 2004).
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IV. Le mode de nutrition
La majorité des moisissures sont exigeantes en éléments nutritifs nécessaires a leur

croissance (Delphine, 2012).

Les ¢léments nutritifs les plus importants sont le carbone et I’azote comme composés
organiques, les ions minéraux comme le potassium, le phosphore, le magnésium, le fer ou le
souffre (Aurélie, 2013). Certains champignons, tels que les especes du genre Aspergillus et
Penicillium, préférent des sucres simples et se développent tres rapidement (ils sont appelés «
sugarfungi ») (Delphine, 2012). Donc les acides aminés peuvent pénétrer dans la cellule sans
transformation, alors que des molécules complexes comme 1’amidon, la cellulose ou les
protéines nécessitent une digestion enzymatique préalable (Aurélie, 2013).

Cette digestion est réalisée par des enzymes extracellulaires qui contrdlent les réactions
d’hydrolyse qui dissocient les grosses molécules en composants plus simples. La dégradation
compléte des gros polymeres en molécules simples solubles est un processus ou différentes
enzymes extracellulaires sont impliquées. Une fois la molécule simple est absorbée dans la

cellule, elle passe sous I’action des enzymes intracellulaires (Figure 10).

Polymére

insoluble

oo8°c

-~

Produits
:meﬂnédxnm - O

Unités solubles I Ihyphe

du polymeére

Figure 10: Schéma général de la dégradation des polymeéres et des oligomeres et de
I’absorption des monomeres chez les champignons et pseudo-champignons

Les enzymes digestifs (intracellulaires et extracellulaires) peuvent ne pas étre présents
tout le temps dans le champignon. Ainsi, la synthése de certaines de ces enzymes peut étre
induite par la disponibilité d’un élément nutritif particulier. Un milieu contenant la cellulose,
par exemple, peut induire chez un champignon la production de cellulase qui dégrade cette
substance. Par contre, I’absorption d’un élément nutritif particulier par les champignons peut

étre réprimée par la présence d’un autre élément nutritif plus facile & absorber. Par exemple,
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un champignon peut utiliser préférentiellement le glucose et n’absorbe pas le saccharose, le

maltose ou le galactose jusqu’a ce que le glucose soit épuisé (Nasraoui, 2015).

V. Classification
La classification des champignons filamenteux est en constante évolution. Pendant

longtemps, elle s’est appuyée sur celle de Hawksworth, Sutton et Ainsworth, (1995), Fondée
sur des caractéres morphologique simple, elle a longtemps fait références, nécessitant
une réorganisation de la taxinomie.

La classification, proposée par Know Chung et Benet, (1992), actualisée par Sutton et
al., (1998) et de Hoog et Guarro, (2000), fait référence aujourd’hui.

On différencie quatre divisions selon les modalités de la reproduction sexuée:
les Chytridiomycotina, les Zygomycotina, les Ascomycotina et les Basidiomycotina. En
outre, lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, la division est appelée

Deuteromycotina ou champignons imparfaits (Ounadjela. 2016).

V1. Ecologie
Les champignons filamanteux ont développé des adaptations tres diverses, de telle

sorte qu’on les trouve dans pratiquement tous les milieux du monde. Les plus répandues sont

les Penicillium et les Aspergillus.

On les trouve sous tous les climats et sous toutes les latitudes (Florent, 1993).
Quelques especes sont adaptées a la sécheresse, d’autres vivent au contraire dans 1’eau (eaux
douces, océans, ou eaux usées). Certaines supportent bien des pressions osmotiques
élevées (dans les milieux trés salés, ou tres sucrés, par exemple) et arrivent a contaminer les
salaisons, le miel, ou les confitures. Des champignons aimant la chaleur se trouvent dans les
composts (& 70-75°C), mais on trouve aussi des champignons dans les toundras arctiques;
enhaute montagne, I’hygrophore printanier se récolte a la fonte des neige (2°C); et certains
champignons  peuvent  encore pousser  dans les  chambres  réfrigérées

(Sporotrichumcarnis) peut altérer des viandes pourtant conservées a -5°C.

Dans des conditions défavorables (froid ou chaleur intense, manque d’eau), ce sont
des spores particuliéres qui constituent les formes de résistance (pouvant régénérer un
mycélium plusieurs dizaines d’années aprés sa formation). Etant donné leur mode de
nutrition, les champignons peuvent, a la différence des autres végétaux, pousser dans
une obscurité compléte (grotte). Ils peuvent aussi vivent a des profondeurs de 3 200 m dans
le sol (Locquin, 1984).
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V1. Métabolites secondaires des moisissures
Les champignons filamenteux possedent une capacité remarquable a se développer sur

des substrats variés et relativement simple dont ils arrivent a utiliser les éléments constitutifs
comme nutriments. Au cours de leur développement, ils produisent aussi des métabolites
secondaires. Ces molécules sont synthétisées en réponse a différents types de signaux

environnementaux (abiotiques et biotiques) (Richard, 2008).

Les produits du métabolisme "secondaire™ non indispensables au fonctionnement de la
cellule sont plutét stockés en région subapicale. Les métabolites secondaire les plus connus
sont les pigments, les antibiotiques, les mycotoxines ( Roquebert, 1997).

Les métabolites secondaires peuvent avoir certaines activités :

1- Métabolites qui activent la sporulation (acide linoléique et ses dérivés produit par
Aspergillus nidulans) (Champ et al., 1987 ; Champ and El-Zayat, 1989 ; Mazur et al.,
1991 ; Calvo et al., 2001).

2- Pigments nécessaires (mélanine) pour la formation des spores sexuelles et asexuelle
(Kawamura et al., 1999).

3- Métabolites toxiques secrétés par des colonies a la période approximative de la
sporulation (la biosynthese des mycotoxines) (Trail et al., 1994 ; Hapwood, 1988 ;
Alspaugh et al., 1997).

VI1.1. Mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du grec « mycos » qui signifie champignon et du latin
«toxicum» qui signifie poison. (Bhatnagar et al., 2004).
Les mycotoxines, meétabolites secondaires dérivés de precurseurs issus du métabolisme
primaire, tels que 1’acétyl-CoA, les acides aminés, les phénols ou les composés terpéniques
(Youcef, 2014).

A ce jour, 300 a 400 mycotoxines sont connues (Pamel et al., 2011). 11 s’agit de
petites molécules peu solubles dans 1’eau, peu volatiles et difficilement métabolisées
par les organismes vivants (Ruppol et al., 2004). Ces molécules, a froid ou a chaud, sont
tres stables et sont électriquement neutres (Crespy, 2005). Elles sont considérées comme un
moyen de défense pour les champignons contre les parasites ou contre d'autres organismes en
concurrence dans le méme environnement (Youcef, 2014). Il existe des centaines de
mycotoxines différentes qui difféerent de par leur composition chimique et leurs effets sur les

animaux et I’homme (Yiannikouris et Jouany, 2002).
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Les mycotoxines qui sont produites par de nombreuses moisissures, dotées génétiquement

d’un pouvoir toxinogene (Reboux, 2006). Plus de 150 moisissures mycotoxinogenes sont

connues actuellement, elles appartiennent principalement aux genres Aspergillus, Claviceps,

Penicillium, Fusarium (Pamel et al., 2011 ) (tableau 02).

Deux groupes de champignons (ou moisissures) toxinogénes (producteurs de

mycotoxines) peuvent étre distingués. Le premier groupe est constitué de champignons

envahissant leur substrat et produisant la ou les mycotoxine(s) sur les plantes au niveau du

champ: il sera question de « toxines de champs ». L’autre groupe rassemble ceux qui

produisent les toxines apres récolte (Afssa, 2009).

Tableau 02: Exemples de mycotoxines de certaines moisissures (Halewyn et al., 2001).

GENRE ESPECES PRINCIPALES MYCOTOXINES
Alternaria A. alternata Altertoxine I, I1, alterariol, altenuisol, acide tenuazoique
A. flavus Aflatoxine Blet B2, citrine
. Fumigaclavine, fumigatoxine, fumitremorgeéne, gliotoxine,
. A. fumigatus ) ‘
Aspergillus | acide helveolique, etc.
A. niger Acide oxalique
A. versicolor Aspercolorine, sterigmatocystine, versicolorine
C. spp Chaetomine
Chaetomium :
C. globosum Chasetoglobosine
Cladosporium C. spp Cladosporine, émodine, acide épicladosporique
. Trichotéceénes (type B), toxine T2, fumonisine, vomitoxine,
Fusarium F.spp
zearalenone
Memnoniella M. spp Griseofulvines, trichotécenes, (trichodermol, trichodermine)
P.brevicompactum | Brevianamide A, acide mycophénolique
- P. expansum Citrinine, patuline
Penicillium : — : ' :
. Acide pénicillique, griseofulvines, ochratoxines,
P. viridiatum ) ) ) )
brevianamide A, acide mycophenolique
Trichotécénes: satratoxine F, G et H, lacone, roridine,
Stachybotrys S.chartarum _ . . . )
trichoverrine, sporidesmine G, verrucarine J
: - Trichodermine, trichoverrine, stratoxine, gliotoxine,
Trichoderma T.viride ; Sy _ )
fumitremorgeéne, iso-cyanide, toxine T-2.
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VI1.2. Antibiotiques

Sur base de I’étymologie du mot « antimicrobien » (du grec anti : contre, mikros : petit
et bios : vie), on définit un composé de ce type comme toute substance capable d’agir contre
la vie des microorganismes. L’adjectif antibiotique (du grec anti : contre, biotikos :
concernant la vie) utilise pour la premiere fois en 1889, en référence a une substance
synthétisée par un organisme pour en détruire un autre, se précisera plus tard, comme une
substance chimique produite par un microorganisme et disposant en solution diluée de la
capacit¢ d’inhiber sélectivement la croissance voir méme de détruire d’autres
microorganismes (Muylaert et Mainil., 2012).

Les antibiotiques sont des substances naturelles ou synthétiques possédant une
toxicité sélective et capables d’inhiber la croissance d’une bactérie ou de la tuer. On parlera
de bactériostase dans le premier cas, et de bactéricidie dans le second. Un antibiotique peut
avoir une activité bactériostatique a faible dose et une activité bactéricide a forte dose (Jason,
2017).

Parmi un total de quelques 10700 antibiotique décrits pour I’ensemble du monde
vivant, environ 1600 proviennent des champignons (Botton et al,. 1990).

Les antibiotiques sont, soit d’origine bactérienne (Bacillus brevis ou Pseudomonas
pyocyanae), soit d’origine fungique (Actinomyces, Aspergillus, Penicillium). Pour la plupart,
ils sont produits par des moisissures ou des microorganismes vivant dans le sol (Vachel et
Février, 1952).

Tableau 03: Myceétes productrices d’antibiotiques ( Larpant Larpant-Gourguand, 1996).

ORGANISMES PRODUCTELURS ANTIBIOTIQUES
Aspergillus flavus Acide aspergillique
Aspergillus fumigatus Fumagilline
Cephalosporium acremoniumu Céphalosporine
Cephalosporium caerulens Cérulinine
Fusidium coccineum Acide fusidique
Helminthsporium siccans Siccanine
Paecilomyces variotti Variotine
Penicillium chrysogenum Pénicilline
Penicillium griseofulvum Griséofluvine
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Bien que les antibiotiques ne soient pas obligatoires pour la sporulation chez les
mycetes, cependant, certains d’eau stimulent la formation des spores et empéchent Ia

germination (Demain et Fang ,2000).
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I. Matériel et méthodes
Ce present travail a été réalisé durant la periode de Mars a Mai au niveau du laboratoire

des sciences de la nature et de la vie, département Biologie, Centre universitaire Abdelhafid
Boussouf Mila, et basé sur 1’étude de I’activité antibactérienne des moisissures isolées a partir

du sol de la rhizosphére de plantes adjacentes de Sebkha Ezzmoul d’ Ain M’ Lila.

I.1. L’agent pathogene

L’agent pathogene utilisé dans ce travail est composé de trois souches bactériennes de
références ont été testées: Escherichia coli, Pseudomonas aereuginasa et Bacillus cereus
connus comme étant pathogenes, présentant un danger potentiel sur la santé humaine. Ces
souches bactériennes ont été obtenues aupres du laboratoire de contréle de qualité et de la
conformité « Ghaouat » d’Ain M’ Lila. Les caractéristiques des souches sont citées dans le
tableau 04.

Tableau 04: Les caractéristiques des souches bactériennes utilisées.

Famille Genre et espéce Gram Référence
Enterobacteriacées Escherichia coli Négatif ATCC11303
Pseudomonas _

Pseudomonadacées ) Négatif ATCC27853
aeruginosa
Bacillaceae Bacillus cereus Positif ATCC10987

Les bactéries ont été reactivées sur le bouillant nutritif (Annexe 03) (Bauer et al., 1966). Puis
incubées a 37°C pendant 24h.
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1.2. Isolement de I’agent antagoniste
1.2.1. Site d’étude et échantillonnage

I.2.1. 1. Site d’étude

La région des zones humides Sud-Constantinois, située dans les hauts plateaux du
Nord Est d’Algérie (Messai et al., 2016). Elle constitue un patrimoine naturel remarquable en
raison de leur richesse biologique et écologique. Elle est composée d'une vingtaine de sebkha
ou chotts (Samraoui et al., 2006). Elles sont fortement productrices par la présence de tous les
maillons de la chaine alimentaire et hébergent entre autre une biodiversité aquatique
remarquable (Barkat, 2004). Ces zones humides, en tant que ressources naturelles présentent
des intéréts scientifiques, économiques et esthétiques. Elles sont d’une grande importance
pour les programmes de recherche et pour la conservation biologique (Bouaguel, 2013). Ils
sont les écosystemes plus productifs dans le monde (Nasirian et al., 2014). Au cours de ce

travail, la sebkha Ezzemoul a été choisie comme site étude.

Sebkha Ezzemoul est un lac salé avec un important encroltement de sel (Moali et
Remichi, 2009). Localisée dans la région d’ Ain M’Lila (wilaya d’Oum EIl Bouaghi). Elle est
située dans la dépression formée par la gamme coétiere des montagnes, au Nord, la petite
Kabylie et au Sud le massif de 1’Aurés (35°53'N, 6°30'E). Soit a 800 métres au Sud-Est de la
route nationale principale (N3) reliant Constantine a Batna qui la sépare du chott de Tinnsilt
(Figure 11 et 12). Elle a une superficie de 4400 hectare et une profondeur de 0,6 metre.

Cette sebkha est constituée par dépression retenant les eaux météoriques, est selon les
définitions usuelles en limnologie, un véritable lac. C’est un type d’environnement
athalassohalin largement distribué en Afrique du Nord (Kharroub, 2007). Elle est limitée par
une prairie a base d’une végétation halophile (Salsolacées, Poacées et Chénopodiacées) et par
des terrains agricoles a céréales (Moali et Remichi, 2009). Elle comprend 12 tables salantes
(bassins de concentration) et un bassin de cristallisation, destinés a la production de sel et

connu sous le nom de « salin de OuledZouai» (Kharroub, 2007).
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Figure 11: Situation géographique de site d’étude (Sebkhet Ezzemoul ) (Carte topographique
de Constantine Echelle 1/200.000) (Source : INSID) (Messai, 2016).
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Figure 12: Photos de sebkha Ezzemoul d’Ain M’Lila prises en mois de février.
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1.2.1.2. Echantillonnage du sol

Les échantillons du sol, utilisés pour cet objectif, ont été prélevés a partir d’un sol de
sebkha Ezzemoul d’Ain-Mlila (Figure 13), au mois de Février 2019. Les gros débris ont été
d’abord écartés ( plante, racines, pierres, etc...), puis a 10 cm de profondeur, 10 g de sol de la
rhizosphere de plantes adjacentes ont été prélevés a 1’aide d’une spatule et placés dans un

flacon stérile et transportés au laboratoire dans des conditions d’asepsie rigoureuse, selon

le protocole décrit par Pochon et Tardieux (1962).

Figure 13: Site d’échantillonnage a partir du sol de la rhizosphere de plantes adjacentes.

1.2.2. Isolement et purification

L’isolement et la purification des moisissures prélevees ont été réalisés sur milieu de
culture PDA (Potato Dextrose Agar) (annexe 01) avec 3 concentrations différentes en NaCl
(1.5%, 5 % et 10%).
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Figure 14:Le milieu de culture PDA préparé.
Ce milieu est recommandé pour I’isolement et le dénombrement des moisissures. II est
a noter que la stérilisation, destinée a détruire tous les germes présents au départ dans le
milieu, a été réalisée dans un autoclave par de la vapeur d’eau sous pression, a haute

température. La stérilisation a été pratiquée a 121°C pendant 20 min (Botton et al., 1990).

1.2.2.1. Méthode d’isolement

L’isolement des moisissures a été réalisé selon la méthode de suspension- dilution
(dilutions plates) (Davet, 1996).
Pour préparer les suspensions du sol, 1g d’échantillon dans 9 ml d’eau distillée stérile (annexe
02) (Clark et al., 1985 ; Ulacio et al., 1997). Des dilutions décimales de 10" a 10" ont été
effectuées (figure 15). Apres la préparation des dilutions, une agitation vigoureuse avec le
Vortex permet I’homogénéisation des milieux. A chaque tube, il a été attribué un code
désignant son degré de dilution. La préparation des dilutions a pour objectif d’aider a obtenir,

dans la mesure du possible, des isolats séparés.
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Echantilion
1g
ml {1+ tml - Aml [H] iml
9ml d'eau
physiologique
0t 100
Solution-mére

Figure 15 : Méthode de dilution

1.2.2.2. Purification
Les milieux ont été ensemencés dans des boites de Pétri sur PDA a raison de 1 ml par

dilution (lkasari et Mitchell, 1994). La croissance bactérienne est inhibée par 1’addition
d’ Ampiline aux milieux de cultures a une concentration de 5 mg/l. Les boites ont été incubées

a 30°C et sont observees quotidiennement pendant deux semaines.

Figure 16 : Ensemencement des isolats de moisissures.

=
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Les moisissures développées ont été repiquées au centre sur le méme milieu dans les

mémes conditions d’incubation jusqu’a 1’obtention de souches pures.

Figure 17: Purification de moisissures

1.3. Identification des isolats sélectionnés

La caractérisation et I’identification sommaires des isolats d’intérét ont été faites a
échelle du genre a partir des caractéres culturaux (macroscopique) et morphologique
(microscopique) et la capacité de produire des substances antimicrobiennes (Compaore et al.,
2016).

1.3.1. Identification macroscopique

Les caractéristiques macroscopiques des colonies ont été déterminées avec une culture
de 15 jours incubée a 30 C° dans le gélose de la pomme de terre Dextrose (PDA). L’examen
a P’ceil nu permet la détermination des caractéres suivants (couleur d’isolat, aspect et

pigmentation) (Guiraud, 1998).

1.3.2. Identification microscopique

L’identification microscopique permet de détecter la présence du thalle, la présence ou
I’absence de septum, la nature de la production et les caractéristiques des fructifications et des
spores (Samson et Hoekstra, 1998 ; Hawkswarth, 1995).

Les préparations microscopique ont été effectuées a 1’état frais entre lame et lamelle et
par la technique de scotche. La technique premiére consiste a mettre un petit fragment
mycélien sur la lame propre placée entre deux bec bunsen en présence d’une goutte de bleu

de Méthyléne et I’égerment le dilacéré avec une anse de platine pour éviter la réalisation
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d’une préparation trop dense et inobservable, puis le recouvrir délicatement d’une lamelle en
¢vitant de créer des bulles d’air ou des débordements.

La technique du scotch permet de révéler la présence du thalle, sa nature septée ou non septee,
ainsi que les caractéristiques des fructifications des conidiospores et des spores (Chabasse et
al., 2002).

L’observation microscopique a ¢été réalisée aux grossissements X40, X100 a I’aide d’un

microscope optique.

I.4. Etude de ’activité anti- bactérienne

L’étude de I’activité antibactérienne des souches fongiques a été réalisée a partir de
I’apparition des zones claires aprés 24 heures d’incubation a 30 °C appelés la zone
d’inhibition; son diamétre a été déterminé et mesuré. Ce test a été réalisé par la méthode de

cylindres d’agar.

1.4.1. Préparation des bactéries tests

Les trois bactéries tests d’origine clinique isolées a partir de différents échantillons
organique sont été utilisées: (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus).
Les cultures bactériennes ont été préalablement réactivees dans des milieux sélectifs a 37°C,

les souches ont été utilisées en phase de croissance exponentielle (jeunes; 18 a 24h).

1.4.2. Préparation des suspensions bactériennes

Quelques colonies de chaque bactérie ont été transférées dans des tubes a essai
contenant de 1’eau physiologique stériles (0.9 % NaCl). Ensuite un écouvillon stérile a été
trempé dans la suspension bactérienne (Il est nécessaire d’éviter la contamination du
manipulateur et de la paillasse). L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi
interne du tube, afin de le décharger au maximum. Enfin, Bien Etaler I’inoculum sur toute la

surface de boite de Pétri contenant la gélose Muller Hinton (MH) (Annexe 04).

1.4.3. La technique des cylindres d’agar

Les souches fongiques qui ont été ensemencees sur milieu PDA et incubées pendant 7
jours a 30°C sont perforés a 1’aide d’une pipette Pasteur (I'extrémité épaisse de 6 mm de
diamétre). Les cylindres d’agar obtenus ont été¢ déposés de maniére renversée au centre de la
boite des bactéries tests déja ensemencées dans un milieu Muller-Hinton. Les résultats ont été

. R ier . . . . e g ep e ‘s
analysés apres le 1~ jour d’incubation (30°C). Les diamétres des zones d’inhibition ont été

mesurés.
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Croissamoe
Milien MH Disque d'isolat rmicro b e

} |
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SSp— S ———

Zone d’'inhibition

Figure 18: Boite de Pétri présentant 1’activité des isolats obtenus vis-a-vis les bactéries

pathogenes.

L.5. Etude de ’activité enzymatique
1.5.1. Détermination de I'activité protéolytique

La mise en évidence de I’activité protéolytique chez divers microorganismes nécessite
un milieu de culture protéiné, ou les protéines jouent le réle d’une source azotée et méme
d’une source du carbone. Parfois, elles constituent un inducteur de la synthese de protéases
par les microorganismes (Durand et Monson, 1988). Les différentes protéases peuvent
présenter une spécificité vis-a-vis de certaines protéines natives ou denaturées telles que
I’albumine, la caséine, la globuline, 1’¢élastine, 1’insuline, etc. (Colwell et Grigorova, 1989 ;
Richard, 2005).

La caséine étant la protéine du lait utilisee comme substrat pour la détermination des
activités protéolytique. De ce fait, un test d’hydrolyse de caséine a été effectué sur gélose au
lait (Annexe 06).

Les souches sélectionnées ont été ensemencées en un seul disque de moisissure (5 mm
de diamétre) a 1’aide d’un perforateur stérile et déposé le de manicre renversée au centre de la
boite. L’incubation a été réalisée a 30°C. En faite, les résultats ont été appréciés
quotidiennement durant 72 heures. La présence de cette activité a été détectée par un halo
clair autour de la culture indiquant I’hydrolyse de la caséine, par contre un résultat negatif ne

montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (De Vos et al., 2009).
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Ce travail, a pour objectif principal le criblage des microorganismes halophiles et
halotolérants producteurs des substances antibactériennes secrétées par des moisissures
isolées a partir de Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila vis-a-vis de trois souches bactériennes
(Escherichia coli ATCC11303, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus cereus
ATCC10987). En effet, I’isolement des microorganismes halophiles a été réalisé¢ dans les

différentes concentrations (1,5% ,5%, 10% de Na CI).

|. L’agent pathogene
Escherichia coli ATCC11303, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus cereus

ATCC10987. Ont été réactivées pour réaliser le test de I’activité anti-bactérienne.

Il. Isolement de ’agent antagoniste
Les cultures du sol de la rhizosphere de plantes adjacentes de Sebkha Ezzmoul d’Ain-

mlila sur milieu PDA (Potato dextrose Agar) ont permis 1’obtention veingt (20) isolats de
moisissures .En effet, trois isolats de moisissures a concentration 10% de NaCl ; Par ailleurs,

sept isolats a concentration 5% NaCl et dix a concentrations 1,5% de NaCl (Figure 19).

1,5%

97 50

10%

Nombre des isolats
(&a]
1

Cl C2 C3

Les concentrations

Figure 19: Isolats de moisissures du sol de la rhizosphére de plantes adjacentes de Sebkha
Ezzmoul d’Ain-mlila de différents pourcentages de NaCl.
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A partir de la figure précédente nous avons constaté que :

- Dans la concentration faible de NaCl (C;; 1,5%) : il ya ’apparition de la majorité des

isolats (10 moisissures).

- Dans la concentration moyenne de NaCl (C,; 5%) : il ya I’apparition de sept isolats de

moisissures.

- Dans la concentration forte de NaCl (Cs; 10%) : les résultats donnent trois moisissures.
D’apres cette analyse nous avons trouvé que ces moisissures sont halophiles et que

I’augmentation de la concentration de NaCl cause la diminution de la croissance des

moisissures.

Nos résultats sont accord avec les résultats des travaux pratiques de Cantrell et al., (2006) qui

ont trouvé que malgré la concentration élevée du sel dans des environnements hypersalés, les

champignons font partie des microorganismes qui ont pu résister et se développer. Les

moisissures contiennent un certain nombre de représentants halophiles faibles et modérés tels

que Cladosporium, Aspergillus et Penicillum sp (Gunde-Cimerman et al., 2000).

Selon Tortora et al., (2003), les souches halophiles résistent a la pression osmotique et surtout

elles ont la capacité de se développer dans les milieux a concentration élevés en sel comme

Ulocladium.

L’augmentation de la salinité s’accompagne d’une réduction de la diversité des communautés

microbiennes (Oren, 2002).

I11. Identification des souches isolées

I11.1. Etude macroscopique
Selon Dufresne, (2014), [I’identification macroscopique repose généralement sur
I’observation de criteres suivants (Tableau 05) :
* La couleur de : surface, pigment diffusible.
*Texture : laineuse, duveteuse, poudreuse, glabre.
*Topographie : plat, surélevé, cérébriforme, avec stries radiales.
*Vitesse de croissance (diametre de colonie) :
-Rapide : diametre > 3 cm
-Modérée : entre 1 et 3 cm

-Lente : diameétre < 1 cm
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Tableau 05 : Etude macroscopique des isolats fongique isolés a partir de la Sebkha Ezzmoul

d’Ain-mlila.
Couleur : blanche
Aspect :
PDA Cotonneux et de relief
S1 5% bombé.
NaCl La vitesse de croissance :

modérée (3 cm)

Couleur : varie du blanche

au rose claire.

PDA ASpect :
52 1 50 poudreux plus souvent
%0

NaCl

humide et de reliefs plans.
La vitesse de croissance :

modérée (3 cm)

Couleur : mélange blanche
et noire.
PDA Aspect : Duveteux et de

3 15% reliefs surélevés.

NaCl

La vitesse de croissance :
rapide (des colonies
dispersées)

Couleur : blanche
Aspect : Cotonneux et de
PDA relief bombe.

S4 1,5% La vitesse de croissance :

NacCl modérée (3cm).

=
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Aspect : duveteux a
poudreux et de reliefs plans.

PDA Couleur : d’abord noire
S5 1,5% puis grise claire devient
NaCl grise foncee.
La vitesse de croissance :
modérée (2cm)
Couleur : vert pétrole.
PDA Aspect : poudreux et de
reliefs plans.
S6 5% ) )
La vitesse de croissance :
NaCl | gitrusee.
Couleur : marron foncé a
PDA centre blanc.
Aspect : laineux, reliefs
S7 1,5%
plans.
NaCl La vitesse de croissance :
diffusée.
Couleur : blanche a centre
PDA noir devient rose.
Aspect : laineux et de
S8 5% )
reliefs plans.
NaCl

La vitesse de croissance :

rapide (4cm).
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Couleur : noire.

PDA Aspect : duveteux
S9 10% et de reliefs plans.
NaCl La vitesse de croissance :
rapide (4cm).
Couleur : beige & orange
clair et centre blanc casse,
PDA contour blanc.
S10 5% Aspect : cérébriforme
NaCl (duveteuse)
La vitesse de croissance :
rapide (3,5cm).
Couleur : vert pétrole.
PDA Aspect : poudreux et de
reliefs plans.
S11 5%
La vitesse de croissance :
NaCl | gifrusee.
Couleur : grise tournée par
un cercle marron foncé.
PDA Aspect :
S12 1,5% duveteux (flocconeux)
NaCl sureleve.

La vitesse de croissance :
lente (0.7cm)

=
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Couleur : grise foncée a
centre gris clair

Aspect : poudreux et de

PDA
reliefs plans avec une
S13 5% ) o
pigmentation jaunatre
NaCl | sittusible dans le milieu.
La vitesse de croissance :
diffusée.
Couleur : verte tournée par
PDA des cercles blancs.
Aspect : Poudreux et de
S14 1,5% ) o
relief surélevé.
NaCl La vitesse de croissance :
modéree (1.5cm)
Couleur : verte olive au
PDA brun tres foncé.
S15 5% Aspect : laineux poudreuse.
NacCl La vitesse de croissance :
rapide (5cm)
Couleur : marron foncé de
PDA centre blanc.
S16 1,5% Aspect : laineux
NacCl La vitesse de croissance :

rapide
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PDA

Couleur : rose de centre

blanc devient marron

clair.
S17 1,5% Aspect : cotonneux de
NacCl reliefs plans.
La vitesse de croissance :
modérée (3cm)
Couleur : noire
PDA Aspect : velouté et de relief
S18 1.5% surélevé
NacCl La vitesse de croissance :
Lente (1cm).
Couleur : grise entourée par
PDA un cercle marron.
s19 10% Aspect : Duveteux
suréleve.
NaCl La vitesse de croissance :
modérée (1,2 cm)
Couleur : blanche
PDA Aspect : Cotonneux
S20 10% bombé.
NacCl La vitesse de croissance :

modérée (1,5 cm)

=
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111.2. Etude microscopique
L’identification microscopique (tableau 06) repose essentiellement sur 1’observation de
formes veégétatives tel que les hyphes (septés ou non septés), les structures de reproduction

comme les conidiophores, les cellules conidogénes, et les conidies (dufresene, 2014).
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Tableau 06: Etude microscopique des isolats fongiques isolés a partir de la sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila.

Les especes

Description

Aspect microscopique

Photode référence

S1

Fusarium spl

*Hyphe : Septeé.

«Conidiophores : courtes, simples, portent de
longues monophialides d’aspect cylindrique.
«Conidies : des macroconidiescloisonnées en forme
de banane, microconidies uni ou bicellulaires ovales
disposées en fausses tétes, et des chlamydospores

isolées en courtes chaines.

A ’
(Chabasse et al., 2002)

S2

Penicillium spl

*Hyphe : Septé.

«Conidiophores : Simples peu ramifiés,
cylindriques, cloisonnées.

Phialides : biverticillés,disposées en pinceaux ou
pénicilles serrés, insérés par I’intermédiaire des
métules sur les conidiophores.

«Conidies : Rondes a ovoides, lisses.

.""
> % .
.q’kqi“:."“. ;
’,v >3
| ) TS
S 7

-
-
<

(Chabasse et al., 2002)
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*Hyphe : Septé

| >
9,0
2

*Téte aspergillaire : Bisériée, radiée. o (Ramirez, 1982)

s3 *Conidiophore : Tres long et non cloisonné.

i *Fialides : Portées par des métules insérées sur la
Aspergillus spl

vésicule.

*Conidies : Globulaires.

*Hyphe : septé

s4 *Conidiophore : rugueux

) *Fialides : formées le plus souvent sur des métules,
Geotricum spl

groupées sur les trois quarts supérieurs de la surface de

la vésicule.

«Conidies : cylindrigues.

(Botton et al., 1990)
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Hyphe : septés et pigmentés.

S5 *Conidiophore : de longueurs variables,ramifiés et
Cladosporium | allongés

spl *Conidies : en chaine acropétale, septées avec

plusieurs sites conidiogénes.

(Chabasse et al., 2002)

*Hyphe : Septés

«Conidiophore : ramifiés, cylindrique, cloisonnées.
S6 Phialides : disposées en verticilles a I’extrémité de

Penicillium sp2 | conidiophores.elle sont insérés directement

(monoverticillés).

«Conidies : Rondes, lisses.

(Chabasse et al., 2002)
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S7

Alternaria spl

Hyphe : Septés, peu ramifié, pigmentés en brun.
*Conidiophore : Cloisonnés, bruns, septés, simples,
plus ou moins droites (géniculés).

*Conidies : Brunes, ovoides, pluricellulaires, de partie
basale arrondie, présentent des cloisonnements

obliques transversales.

S8

Penicillium sp

*Hyphe : septé.

«Conidiophores : isolés et dréssés.
Pénicilles : constitués de phialides branchés
directement a

I’extrémité des conidiophores cloisonnés
(monoverticillés).

*Conidies : rondes.

(Chabasse et al., 2002)
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S9

Ulocladium sp

*Hyphe : Septeés.

«Conidiophores : bruns érigés, simples ou ramifies.

«Conidies : Bruns, ovoides, a paroi lisse ou rugueuse.

Produites isolément (rarement en chaine).

!7

@

=

(Chabasse et al., 2002)

S10

Fusarium sp2

*Hyphe : septés

«Conidiophores : simple, verticillés, courts.
Phialides : monophialide,

longues et fines.

«Conidies : macroconidies rares, microconidies

nombreuses, ovoides, disposées en pseudo-tétes.

(Chabasse et al., 2002)
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S11

Penicillium sp3

*Hyphe : septés

«Conidiophores :fins et cloisonnés.

Phialides : triverticillés, a col peut développés en
pinceaux serrés.

«Conidies : les conidies sont produites par des

phialides biverticillés a I’extrémité non dilatée.

(Chabasse et al., 2002)

S12
Absidia sp

*Hyphe : peu ou pas septes.

«Sporocystophores : Isolés ou groupés.
*Sporocyctes : Aspect piriforme avec une columelle
hémisphérique.

*Spores : Cylindrigue lisses, jaunatres.

A A

(Chabasse et al., 2002)
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*Hyphe : septés.

«Conidiophores : fins, cloisonnés et cylindriques.
S13 Phialides : biverticillés, disposées a I’extrémité des

Penicillium sp4 | conidiophores.

«Conidies : rondes a ovoides.

(Chabasse et al., 2002)

*Hyphe : septés et hyalins.
S14 «Conidiophores : ramifiés, terminés par un pénicille.
Penicillium sp5 | «Phialides : biverticillés, disposées en pinceaux serres.

«Conidies : rondes.

(Compaore et al., 2016)
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*Hyphe : Septés.

«Conidiophore : Lisse, hyalin ou brunatre dans sa

S15 moitié supeérieure.
Aspergillus *Phialides : insérées sur la vésicule par I’intermédiaire
niger de métules disposées sur tout de porteur da la vésicule.
«Conidies : globuleuse, brunes.
*Téte aspergillaire : bisériée radiée, noire a maturité.
*Hyphe : septés, fin et régulier bruns foncé a noires. ;
*Conidiophore : Cloisonnés, simples, plus ou moins 9 \
S16 droites (géniculés).

Alternaria sp2

*Conidies : Conidies pluricellulaires en chaines brunes
irrégulieres ; souvent en forme de massue, cloisonnées

longitudinalement et transversalement.

*
X

(Chabasse et al., 2002)
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S17

Fusarium sp3

*Hyphe : septés.

«Conidiophores : ramifiés, multiples, courts.
*Conidies : Des microconidies oblongues, en fausses
tétes, des macroconidies en forme de fuseau

asymeétrique.

S18

Cladosporium
sp

*Hyphe : Foncé, septés, pigmentés.
eCondiosphores : Longueur variable.

*Conidies : Elliptique a cylindrique, lisse formées a
I’extrémité des conidiophores, les premieres sont de

grande taille, et les suivantes sont de petite taille
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S19

Alternaria sp3

*Hyphe :septés, fin et régulier bruns foncé a noires.
eCondiosphores : cloisonnés, bruns, ramifiés.
*Conidies : pluricellulaires en chaines brunes
irrégulieres ; souvent en forme de massue, cloisonnées

longitudinalement et transversalement.

(Chabasse et al., 2002)

S20

Geotricum sp2

*Hyphe :septés.

*Condiosphores : sont rugueux.

*Conidies : cylindriques, en forme de tonneau a
ellipsoidales,formées par

désarticulation des hyphes

fertiles.

(Botton et al., 1990)
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Nous avons obtenu 20 isolats fongiques représentant 8 genres : Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Geotricum, Ulocladium ,Absidia, Cladosporium.
Le genre majoritaire est Penicillium avec une fréquence de 30% regroupant 6 especes :
Penicillium sp, Penicillium spl, Penicillium sp2, Penicillium sp3, Penicillium sp4 et
Penicillium sp5. Suivie par le genre Fusarium avec un pourcentage de 15 % (Fusarium spl,
Fusarium sp2 et Fusarium sp3), puis les genres Alternaria qui représentent 15 %(Alternaria
spl, Alternaria sp2, Alternaria sp3), Aspergillus 10% (Aspergillus niger et Aspergillus spl),
Geotricum 10%(Geotricum spl, Geotricum sp2), Cladosporium 10% (Cladosporium sp,
Cladosporium spl), Ulocladium 5% (Ulocladium sp), Absidia 5 % (Absidia sp) (figure 20).

30% -
25% -
20% -

15% -

i Ires

0% - . T

Pourcentage d'isolats fongiques(%o)

A > GO
N S ) O I\) Q 0
TOMEE S SR N O@@ &

Les souches

Figure 20 : La flore fongique isolée sur le milieu PDA a partir de Sebkha Ezzmoul
d’Ain-mlila.

1V. Etude de Pactivité anti-bactérienne

La production des substances antibactériennes par les souches de moisissures est
mise en évidence par la technique des cylindres d’ Agar.
Le test d’activité antibactérienne des isolats a révéelé que dix isolats présentent une activité
antibactérienne sur, au moins, une des bactéries tests (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus cereus). Apres incubation, la présence des zones d’inhibition indique
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un résultat positif. Cette zone a été observée autour des disques de moisissures ce qui

signifie que ces isolats fongiques produisent des molécules antibactériennes capables de
stopper la croissance des bactéries tests (Figure 21).
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Les isolats fongiques peuvent étre divisés en 3 groupes en fonction de diameétre de la zone
d’inhibition qui varie entre 0.6 a 1.5 cm : Des isolats a fort, a moyen et a faible effet
antibactérien (Annexe 5).

« Sur Escherichia coli (Gram-)
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Figure 22: La variation de la zone d’inhibition entre différentes souches et E.coli.

Parmi les 20 especes de moisissures testées, seulement quatre ont montré un effet
antibactérien vis-a-vis d’ Escherichia coli (Gram’), a savoir: I’espéce a fort effet anti
bactérien Penicillium sp3, avec une zone de lyse égale a 1,5 cm. Geotricum spl, Absidia sp
sont considérés comme des espéces a moyen effet antibactérien, avec une zone de lyse égale a
1 cm et 0,8 cm. Alors que Fusarium sp3 a un faible effet anti bactérien avec une zone

d’inhibition égale a 0,6 cm.
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*Sur Pseudomonas aeruginosa (Gram-)

08 -
06 -
04 -

Diametre d'inhibition

Les souches

Figure 23 : Variation de la zone d’inhibition en fonction des espéces de moisissures isolées

contre P.aeruginosa.

Les especes Penicillium spl, Geotricum spl, Absidia sp, Alternaria sp2 et Geotricum
sp2 ont donné un moyen effet antibactérien vis-a-vis P.aeruginosa avec une zone de lyse

égalea0,9cm;1cm;1cm ;0,8 cmet0,8 cmenordre.



Résultats et Discussion

*Sur Bacillus cereus(Gram+)

1,2 -

0,6 -

Diametre d'inhibition
o
o

s‘?\ Q %@’

A G o A8 i
6{\\}0 ) \\\\\}v ’Q{\G '@\\\ 6{\\}0 é\&@ @G\}«
Q\}«s Q'@‘\N qu QQ;{\ Q& ?10 GQ'O

Les souches

Figure 24 : La variation de la zone d’inhibition entre des différentes souches et B.cereus

7/20 especes de moisissures appartenant a 4 genres : Fusarium, Penicillium,
Geotricum et Absidiam ont montrent une activité antibactérienne significative, contre
B.cereus a savoir les espéces a fort effet antibactérien : Penicillium spl, Geotricum spl et
Fusarium sp2 avec une zone d’inhibition égale a 1,2 cm; 1,3 cm et 1,2 cm en ordre.
Fusarium spl, Penicillium sp et Geotricum sp2, représentent les isolats a effet antibactérien
moyen avec une zone d’inhibition entre 0,8 a 1 cm respectivement. Absidia sp a donné un
faible effet antibactérien contre B.cereus avec une zone de lyse égale a 0,6 cm.

L’histoire des antibiotiques a commencé en 1877, Pasteur et Joubert observent qu’une
bactérie se développe moins dans un bouillon envahi de moisissures. Cette remarque entraine
progressivement 1’utilisation des moisissures pour lutter contre les infections microbiennes
(Moroh, 2013). En 1897, Ernest Duchesne, médecin militaire francais indique dans sa these
intitulé « contribution a I’étude de la concurrence vitale chez les micro-organismes »
I’existence d’un antagonisme entre les moisissures (Penicillium glaucum) et les bactéries
(Brezinski, 2006). En effet, selon Botton et al., (1990), les espéeces de moisissures sont
connues par leur production de substances a effet antibactérien, elles produisent,
généralement, des métabolites secondaires biologiquement actifs, synthétisés en fin de
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croissance et possédent des structures chimiques différentes de celles des protéines. Il est
connu que ces genres constituent le réservoir principal de substances anti bactériennes. Les
champignons filamenteux sont des grands producteurs d’antibiotiques tel que la pénicilline
produite par le genre Penicillium et la céphalosporine produite par Cephalosporium (Larpend-
Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Botton et al., 1999).

Nos résultats differe a ceux obtenus par Benghrieb et Gerboua en 2017 qui malgré la méme
souche de Penicillium sp isolé a partir du méme endroit de Sebkha Ezzemoul Ain-mlila testée
sur les mémes bactéries test (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) donne des résultats
différents .dans leurs travaux ils ont trouvé un effet antibactérien de Pénicillium sp vis-a-vis
de deux bactéries Gram (-) Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. Alors que nos
résultats montrent qu’il n’ya aucun effet antibactérien vis-a-vis de deux bactéries Gram (-).
Méme remarque sur les travaux de Abdelaziz en 2006 dans son mémoire intitulé « Isolement
des mycetes producteurs de substances antibactériennes a partir des sols sahariens » la que les
souches : Aspergillus niger, Aspergillus spl,cladosporuim sp, Fusarium spl, Fusarium sp3,
Pénicillium sp1, Penicillium sp2, Alternaria sp possedent des effet antibactérien vis-a-vis sur
Escherichia coli , mais méme ces souches sur méme bactérie ne donne aucune effet
antibactérien dans nos résultats. Tout cela permet de confirmer que la différence des espéces
du méme genre et la différence dans la nature des sols (sols salins, sols sahariens) rendre

chacune de moisissures possedent des propriétés déférentes par rapport a 1’autre.

V. Etude de I’activité enzymatique
V.1. Détermination de I'activité protéolytique

Les enzymes protéolytiques sont des hydrolases formées d’une ou de plusieurs chaines
polypeptidiques. Les protéases catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute molécule
protéique, elles scindent les protéines en fragments polypeptidiques, qui seront par la suite
transformés sous l’influence des peptidases en leurs sous-unités constitutives, les acides

aminés, offrant une multitude de structures (Frazier, 1967 ; Scriban, 1999).

L’observation d’une zone claire autour de la colonie microbienne prouve la production de
protéase (Colwell et Grigorova, 1989 ; Richard, 2005).

Les résultats obtenus aprés incubation sur gélose caséinée ont permis la sélection de quatre
souches ayant une activité protéolytique parmi les dix souches testées (annexe 7). Les souches

protéolytiques sont reconnues par I’halo transparent résultant de la dégradation de la gélose
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caséinée par 1’exoprotéase produite et qui entoure les colonies (figure 25) ; plus le halo est
grand, plus la quantité d’enzyme est importante.

Deux souches (S1, S11) sont caractérisées par des zone d’hydrolyse faibles (< 1,5cm).Alors
que les deux autres souches (S12, S16) ayant des zones d’hydrolyse plus importantes
(>1,5cm).

Figure 25 : Résultat de la croissance des souches protéolytique sur gélose au lait.

Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent étre produites
par plusieurs genres fongiques tels que Penicillium, Trichoderma, Mucor, Rhizopus,
Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc (Frazier, 1967 ; Ul-haq et al., 2003).

Ces résultats permettent de considérer ces souches comme des moisissures productrices de

protéases exocellulaires (Smith et al., 1952).

=
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Conclusion et Perspectives

L’objectif principal de ce mémoire est la recherche de I’activité antibactérienne
élaborée par les moisissures halophiles isolées du sol de la rhizosphere de plantes adjacentes
de Sebkha Ezzmoul d’Ain-mlila vis-a-vis de trois souches bactériennes ; une a coloration
Gram® (Bacillus cereus ATCC10987) et deux a coloration Gram™ (Escherichia coli
ATCC11303, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853).En effet, I’isolement des
microorganismes halophiles a été réalisé dans les différentes concentrations (1,5% ,5%, 10%)
de Na Cl.

Les cultures des préléevements sur PDA ont permis I’isolement du vingt moisissures
différentes. Le pouvoir inhibiteur de la Ampiline au cours de I’isolement ont permis de
réduire I’apparition des bactéries. Parmi les vingt espéces de moisissures, dix ont montré un
effet antibactérien contre les bactéries testees.

Pour I’identification des moisissures halophiles isolées, une étude macroscopique est
effectuée. Cette derniére a permis de déterminer les caractéristiques morphologiques telles
que la couleur, texture, topographie et vitesse de croissance. Cette étape est complétée par une
étude microscopique permis d’identifier les genres : 6 Penicillium, 3 Fusarium, 3Alternaria,
2Aspergillus, 2 Geotricum , 2 Cladosporium , 1 Ulocladium , 1 Absidia sp.

Dans le cadre de la recherche des enzymes protéolytiques élaborées par des moisissures
halophiles sur gélose caséinée, quatre souches possedent I’activité protéolytique.

Tous ces resultats montrent la richesse de nos milieux extrémes en moisissures et les
possibilités offertes pour la recherche de nouvelles espéces hyperproductrices d’enzymes
ayant un intérét industriel.

Nous comptons dans I’avenir optimiser les paramétres de culture des souches afin d’améliorer
leur production de biomolécules a potentiel biotechnologique important.

Une piste tres intéressante a suivre serait la recherche de la production des souches de
substances antibactériennes (antibiotiques) sur ce cadre de recherche une étude est en cours, et

ce modeste travail de caractérisations phénotypiques constitue un début d’investigation.
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Annexe 1

Milieu Potato dextrose agar (PDA)

POMME 0B BT .ottt e e e e 200 g
L6 0170 T P 20¢g
N2 209
Eau distillée....................... compléter jusqu’a 1000 ml

- Laver la pomme de terre non pelée.
- Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée.
- Porter a ébullition pendant 30 — 45 min.
- D’autre part faire fonder le glucose dans 500 ml d’eau distillée.
- Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat & la solution de glucose.
- Ajouter d’agar.
- Compléter le volume a 1000 ml.
- Stériliser par autoclavage a 121° C / 20 min.
Annexe 2
Eau physiologique
Bau disStill€e. .. ..o e 45 ml
- 05 tubes en verre, dans chaque flacon, placez 9 ml d’eau physiologique.
- Stériliser par autoclavage a 121° C / 15 min.
Annexe 3

Préparation du Bouillon nutritif (BN)

Le bouillon nutritif a été¢ préparé pour le but de la réactivation et I’entretien des souches

bactériennes.
BOUTION NUEMIEIT. ... s 3049
L0AU AISTILIEE. ..ot e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaeas 1L

Une agitation pendant quelques minutes, la solution sera divisée dans des tubes en verre.
Annexe 4

Milieu Mueller-Hinton

Le milieu de Mueller-Hinton est recommandé pour tester la sensibilité des microorganismes

aux antibiotiques et agents chimio thérapeutiques

Infusion de baeUL.......ooii e 300g
Hydrolysatacide de Cas€ine .............c.oiiiiiiiiniiiiii i 17,5¢g



Annexe

Hydrolysat acide de Cas€ine ............oouviiiiiiiiitii e, 17,5¢
N 01 ¢ ) 1,5¢g

Eau distill€e. ... oo 1000ml
pH=7,3

Annexe 5

Inhibition de la croissance des bactéries pathogenes : Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus cereus

Les souches | Escherichia coli Pseudomonas Bacillus cereus
aeruginosa
S1 / / +++
S2 / +++ ++++
S4 +++ +++ ++++
S8 / / T+
S10 / / ++++
S11 ++++ / /
S12 +++ +++ ++
S16 / +++ /
S17 ++ / /
S20 / +++ +++

Inhibition : (++) (Inhibition faible), (+++) inhibition moyen, (++++) inhibition fort.

Annexe 6
Activité enzymatique (Gélose au lait)

Ce milieu (la gélose au lait) présente plusieurs avantages tels que la simplicité de préparation,

la variété et la richesse en protéines et le faible co(t.

Préparation 1
Lait écrémé poudre
Eau distillée

Stérilisation par autoclave a 121°C / 20min



Annexe

Préparation 2

Stérilisation par autoclave a 121°C / 20min
N.B : La stérilisation des deux préparations se fait séparément, ensuite et au moment de
I’utilisation les deux préparations sont mises en surfusion (45°C) et mélangées puis coulées
sur boite pétri. Aprés séchage, le milieu est ensemencé.
Annexe 7

Résultats de la mise en évidence de ’activité enzymatique
y q

Souches Caséinase Diameétre

S1
Fusarium spl + 1,4 cm

S2
Penicillium spl - /

S4
Geotricum spl - /

S8
Penicillium sp - /

S10
Fusarium sp2 - /

S11
Penicillium sp3 + 1,2cm

S12
Absidia sp + 1,6 cm

S16
Alternaria sp2 + 2,1cm

S17
Fusarium sp3 - /

S20
Geotricum sp2 - /
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Abstract

Abstract

Our work is launched in early March 2019 in order to study the antibacterial
activity of isolated molds from Sebkha Ezzemoul which is a salt lake located in the
region of Ain M'Lila (wilaya of Oum EI Bouaghi ). The sample was taken from the
soil of the rhizosphere of adjacent plants, the isolation and the purification of the
molds were carried out on a PDA culture medium with 3 concentrations of NaCl
(1.5%, 5% and 10%) and resulted in 20 mold isolates. Microscopic identification
revealed molds of the genus Penicillium, Fusarium, Alternaria, Aspergillus, Geotricum,
Cladosporium, Ulocladium and Absidia, which are selected by the technique of Agar
cylinders for the demonstration of the antibacterial activity with respect to three
bacterial strains; Escherichia coli Gram , Pseudomonas aeruginosa Gram , Bacillus
cereus Gram®'. The results obtained show that ten isolates have more or less
considerable antibacterial activity in which the averages of the zones of inhibition
reach 1.5 cm in diameter. In addition, the selected molds are capable of secreting
important metabolites such as the protease enzyme.

Keywords: Sebkha, mold, halophil, bacteria, antibacterial activity, enzymatic activity.
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Résumé

Notre travail est lancé au début du mois Mars 2019 dans le but d’étudier 1’activité
antibactérienne des moisissures isolées a partir de Sebkha Ezzemoul qui est un lac salé
localisée dans la région d’ Ain M’Lila (wilaya d’Oum El Bouaghi). L’échantillon a été
prélevé a partir du sol de la rhizosphere de plantes adjacentes, 1’isolement et la purification
des moisissures ont été réalisés sur milieu de culture PDA avec 3 concentrations en NaCl
(1.5%, 5% et 10%) et permis 1’obtention de 20 isolats de moisissures. L'identification
microscopique a révélé des moisissures de genre Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Aspergillus, Geotricum, Cladosporium, Ulocladium et Absidia, qui sont sélectionnees par la
technique des cylindres d’ Agar pour la mise en évidence de 1’activité antibactérienne vis-a-Vvis
de trois souches bactériennes; Escherichia coli Gram , Pseudomonas aeruginosa Gram |,
Bacillus cereus Gram®. Les résultats obtenus montrent que dix isolats présentent une
activité antibactérienne plus au moins considérable ou les moyennes des zones d’inhibition
atteignent 1.5 cm de diameétres. De plus, les moisissures sélectionnées sont capables de

sécréter des métabolites importants comme 1’enzyme de protéase.

Mots clés : Sebkha, moisissures, halophile, bactéries, activité antibactérienne.




