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Introduction

Introduction

Le sol est I’habitat naturel pour des myriades de microorganismes et d’autres formes
vivantes, formant des populations de différents genres. Le nombre et I’activité de ces
populations changent d’une région a une autre, influencés par le contenu de maticres
organiques du sol, la texture du sol, le pH, 'humidité, la température, 1’aération et d’autres
facteurs (Ruark et Zarnoch, 1992 ; Madigan et al., 1997 ; Subler et Kirsch, 1998 ; Peuk, 2000
; Smith et al., 2000). L’évaluation de la biomasse microbienne, a montré que dans la plupart
des sols, les mycetes sont le composant principal (Baath et Soderstrém, 1980 ; Schniirer et al.,

1985).

Les moisissures, ou les mycetes ou encore les champignons filamenteux, sont des
acteurs importants du monde microbien. Ils sont impliqués dans une multitude de processus
biologiques de I’environnement. Ils présentent, en outre, un intérét économique, en raison a la
fois de leur utilité et de leurs activités néfastes multiples: altérations des produits alimentaires
et détériorations dans de nombreux autres domaines : production de mycotoxines, vie
parasitaire aux dépends de I’homme, des animaux et des plantes (Mehravar et Sardari, 2011;

Pereira et al., 2013).

Les champignons filamenteux peuvent également habiter dans des environnements
extrémes, ou les conditions de vie sont particuliéres; la température et la salinité élevées, le
pH trés acides ou tres alcalin, représentent des facteurs écologiques déterminant d’un milieu
extréme et une source importante a exploiter pour développer des nouveaux procédés
biotechnologiques (Bhat, 2000 ; Peciulyte, 2007). Par ailleurs, les moisissures synthétisent un
grand nombre de substances complexes économiquement trés importantes : acides
organiques, alcaloides, antibiotiques, terpenes et enzymes (Mehravar et Sardari, 2011; Pereira

etal., 2013).

Les micro-organismes extrémophiles produisent des enzymes, qui sont des catalyseurs
biologiques, fonctionnelles dans des conditions extrémes. Ces enzymes qui sont nommées
extrémozymes peuvent étre valorisables, car elles présentent des applications particulieres lors
de processus industriels, comme la transformation de produits chimiques, alimentaires ou

pharmaceutiques (Niehaus et al., 1999; Van den Burg, 2003).

Dans ce contexte, la présente étude est effectuée, dont I’objectif principal est d’isoler

des champignons filamenteux extrémophiles ; choisissant comme milieux extréme, le sol de
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hammame El-Braraka (commune d’El-Hadjeb-Biskra) Pour atteindre notre objectif, notre

travail est organisé en cinq étapes ;

1.

Echantillonnage a partir du sol de Hammam El-Baraka d’El-hadjeb (Biskra), le choix
de ce site est pour augmenter la probabilité d’isoler des champignons filamenteux

extrémophiles.

Analyses physicochimiques des échantillons du sol ;

Isolement des champignons filamenteux ;

Caractérisation phénotypique (morphologique et physiologique) des isolats obtenus ;

Tester la production des isolats extrémophiles en enzymes hydrolytiques (partie
non réalisée -covid19-), cette partie est remplacée par une synthese et discussion

entre les différents travaux du méme domaine.
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Chapitre 1 Les champignons extrémophiles

1. Champignons filamenteux

1.1. Généralité

Les champignons filamenteux ou les moisissures peuvent étre définies comme des
microorganismes hétérotrophes filamenteux et immobiles, dont la structure cellulaire est celle

d’une cellule eucaryote classique (Nicklin et al.,2000).

Les champignons appartiennent des organismes thallophytes (Semal et al., 1993). Leur
appareil végétatif constitué par un thalle filamenteux, le mycélium, dont les filaments
s’appellent des hyphes. Le mycélium peut différencier des organes forts variés selon les
groupes, spécialisés dans la multiplication et la dissémination, auxquels on accorde la

dénomination globale de spores (Bourgeois, 1989).

Les champignons filamenteux sont des organismes ubiquitaires, on les trouve dans le
sol, I’air, sur les revétements de I’homme, des animaux, des plantes (Figarella et al., 2007).
Certains vivent en symbiose avec les végétaux (Nicklin et al., 2000), d’autres sont des
parasites des végétaux ou des animaux, d’autres sont des saprophytes, se développant sur des

déchets organiques (Dedet, 2007).

1.2. Caractéristiques morphologiques générales
e Paroi: Les moisissures présentent des parois cellulaires, qui sont différentes de celles

des plantes, elles sont composées de chitine et non de cellulose (Indge, 2004).

eNoyaux : Ils sont minuscules, et dépourvus de chlorophylle et de pigments

assimilateurs (Geneves, 1990 ; Geneves, 1992).

e Mitochondries : existent dans le cytoplasme, circulaire, ovale ou allongées. Souvent
assez petites, dont les crétes sont en général moins nombreuses et moins développées que

chez les cormophytes ou les animaux.

e Membrane plasmique : (ou plasmalemme) similaire a celle des autres eucaryotes,
consistant en une bicouche de phospholipides et des protéines et stérols associés (Nasraoui,

2015).

e Thalle : Le corps ou le thalle d’une moisissure est fait de deux parties : Le mycélium
et les spores. Le mycélium est un ensemble de plusieurs filaments appelés hyphes. Chaque
hyphe mesure 5 a 10 um de diametre,possédant un cytoplasme commun (Ait Abdelouahab,

2001).
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1.3. Classification

La classification des moisissures, tout comme celle des autres champignons, est d’abord
basée sur le mode de reproduction sexuée (phase téléomorphe). Ce critere définit quatre des
cinq ordres des mycetes, soit les Chytridiomycetes, les Zygomycetes, les Basidiomycétes et
les Ascomycétes. En outre, lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, la division est

appelée Deuteromycotina ou champignons imparfaits (Blackwell et al., 1998).

1.3.1. Chytridiomycetes
Ce sont les types de champignons les plus primitifs. Il est aqueux, au mycélium large

peu ou pas cloisonné, dont les spores sont fournies avec un flagelle.

1.3.2. Zygomycetes

Sont des champignons microscopiques & mycélium siphonné, de diameétre irrégulier,
pourvu de nombreux noyaux non séparés par des cloisons. Essentiellement saprophytes, ils se
présentent sous forme de moisissures (Bouchet et al., 1999). Ils produisent des spores sans
flagelles. La reproduction sexuée aboutit a la formation de zygospores d’ou le nom

Zygomycetes (Chabasse, 2008).

1.3.3. Ascomycetes

Ces champignons présentent une structure caractéristique appelée asque qui est un
sporocyste particulier formé au cours de la reproduction sexuée. L’asque renferme le plus
souvent un nombre défini de spores ou ascospores formées apres fusion de deux noyaux
suivie de la méiose. Il peut étre globuleux, cylindrique ou plus ou moins claviforme

(Benmessaoud, 2010).

1.3.4. Basidiomycétes

Ils sont caractérisés par la production de spores sexuées, appelées basidiospores,
formées par bourgeonnement a 1’apex de cellules allongées, les basides. Les Basidiomycetes
ont un thalle cloisonné avec présence de « boucles » au niveau des cloisons (Chabasse et al.,
2002). Beaucoup d’entres eux sont des parasites de végétaux, d’autres de redoutables

opportunistes chez ’homme.

1.3.5. Deutéromycétes
Egalement appelés champignons imparfaits, les Deutéromycetes sont caractérisés par un
mycélium cloisonné et une reproduction végétative réalisée par des spores asexuées ou par

simple fragmentation du mycélium (Boiron, 1996).
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1.4. Mode de reproduction
Ils se reproduisent grace a des spores, qui sont issues soit d'une reproduction sexuée
(champignon téléomorphe) ou d'une multiplication asexuée (champignon anamorphe).

Certains champignons, chez lesquels, les deux formes coexistent sont appelés holomorphes.
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Figure 1. Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d'une moisissure (Lecellier,
2013).

1.5. Reproduction asexuée
Les spores représentent le mode de reproduction asexué le plus commun chez les
champignons : elles sont produites soit dans des sporanges, soit a partir de cellules d’hyphes

appelées; cellules conidiogénes (Raven et al., 2000).

1.6. Reproduction sexuée

La reproduction sexuée est assurée par des gametes ou des spores formées a la suite

d’une méiose. Selon Tortora et al., (2007) elle se résume donc en trois phases :
a- Plasmogamie: phase ou se réalise la fusion protoplasmique.

b- Caryogamie: les noyaux plus et moins fusionnés forment le noyau diploide d’un

zygote.

¢- Méiose : le noyau diploide donne naissance a des noyaux haploides (spores sexuées).
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1.7. Conditions de croissance

1.7.1. Eléments nutritifs

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, elles exigent donc la présence
des éléments nutritifs de base (carbone, azote et ions minéraux) dans le milieu qui assure leur
croissance (Davet, 1996). Pratiquement tous les composés organiques peuvent étre utilisés
comme source de carbone et d’énergie par les moisissures (Boiron, 1996 ; Nicklin et
al.,2000), La présence des ions minéraux et métaux dans le milieu de culture est nécessaire
pour la croissance et la reproduction de plusieurs espéces fongiques, il s’agit essentiellement
de sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec des concentrations

plus au moins différentes selon 1’espeéce (Uchikoba et al., 2001).

1.7.2. Facteurs physicochimiques

La température joue un rdle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle intervient
également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989), Les moisissures
ont en général un besoin en eau faible par rapport aux autres microorganismes (Davet, 1996),

et un pH dans une zone de 4.5 a 8.0 (Botton ef al.,1999).

1.8. Mode de vie des champignons
Indépendamment du classement hiérarchique en plusieurs groupes et sous-groupes, les
champignons sont classés selon leur mode de vie en trois grandes catégories : les saprophytes,

les parasites et les symbiontes.

1.8.1. Saprophytisme

Les espéces saprophytes se développent aux dépens des substances mortes d’origines
animale ou végétale (Bouchet ef al., 1999). Ces espéces jouent un rdle essentiel au sein des
cycles biologiques en minéralisant les matiéres végétales ou animales mortes (Marouf et

Reynaud, 2007).

1.8.2. Parasitisme

Plusieurs champignons meénent une vie parasite vis-a-vis des substances organiques
(Florent, 1993). Le parasitisme est généralement nuisible et souvent nocif. C’est le cas des
especes responsables de maladies sur les végétaux tel que I’oidium (blanc) (Bouchet et al.,

1999).

1.8.3. Symbiose
Définie comme une association étroite et durable entre les organismes d’especes
différentes, pouvant appartenir a des regnes différents vivant en équilibre les uns avec les

autres, mais pouvant vivre séparément (Raven et al., 2000 ; Marouf et Reynaud, 2007).
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1.9. Champignons extrémophiles
Ce sont des microorganismes qui se développent de manieére optimale dans des

conditions mortelle pour la quasi-totalité des autres especes (Quérellou et Guezennec ,2010).

1.9.1. Champignons thermophiles
Les thermophiles sont des microorganismes qui se développent a des températures

relativement €levées, entre 45°C et 80°C (Madigan et Martino, 2006).

1.9.2. Champignons halophiles
Les halophiles représentent un groupe de microorganismes qui vivent dans les
environnements hypersalins et exigent dans beaucoup de cas la salinit¢ pour survivre

(DasSarma, 2001).

1.9.3. Champignonsacidophiles et alcalophiles

Les alcalophiles sont des microorganismes qui se développent de facon optimale a pH
supérieur a 9 souvent avec un pH optimum autour de 10 tout en montrant la croissance peu ou
pas pres des valeurs de pH neutres (Horikoshi, 1999). Une diversité de microorganismes peut
croitre a un pH de 10.5 (Martins et al., 2001). Par contre, les acidophiles sont des
microorganismes qui se développent de facon optimale a un pH de 2.0 (Morozkina et al.,

2010).

2. Milieux extrémes

2.1. Généralités

Les formes de vie sur terre sont innombrables, comme les environnements qui les
abritent. Jusqu’au 20°™siécle, on pensait que la vie n’était possible que dans un
environnement «normaly», c¢’est-a-dire 1a ou les conditions sont compatibles avec la vie de
I’homme. Puis, les chercheurs ont commencé a découvrir des organismes qui survivent dans
des conditions hors de ces normes, dans des milieux caractérisés par des conditions physiques

et/ou chimiques extrémes (Peduzzi et al., 2006).

Ces étres exceptionnels qui défient les lois de la biologie et créent la vie ou I’homme
n’osait I’imaginer sont qualifiées d’extrémophiles (Echigo et al., 2005), et ils ne sont pas
seulement tolérants a ces condition extrémes mais celles-ci sont requises pour leur croissance

et développement (pikuta et hoover, 2007).

Comme tous ces environnements il ya le sol qui est un milieu fragile et trés longtemps

considéré comme un simple support de l'agriculture (Calvet, 2000). Le sol est I'habitat d'une
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variété d'organismes, y compris les bactéries, les champignons, les protozoaires, les insectes,

les nématodes, les vers, et de nombreux autres animaux (Prescott ez al., 1995).

Il en existe différents groupes de milieux extrémes. Tous sont répartis en fonction des
parametres physiques (pression, température...), ou chimiques (acidité, salinité ...). La
températue, le pH et la salinité interagissent trés fortement dans un biotope extréme

(Kristjansson et Hreggvidsson, 1995).

2.2. Environnements a hautes températures
La température est une variable importante dans chaque écosystéme. La vie aux
températures élevées est classée en forme thermophile ou hyperthermophiles, c’est entre 45°C

et80°C (Madigan et Martino, 2006).

2.3. Environnements hypersalins
Les milieux hypersalins sont ceux dont la teneur en sels dissouts est supérieure a celle

de 1‘eau de mer (35g/1) (Satyanarayana et al., 2005).

2.4. Environnements a pH acide et a pH alcalin

Les environnements acides sont particuliérement intéressants car, en général, le faible
pH de 1'habitat est la conséquence du métabolisme des microorganismes qui se développent
de fagon optimale a un pH de 2 Cependant, un environnements alcalin est caractérisé par un

pH de 10 ou plus (Morozkina et al., 2010).
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1. Généralité

Les enzymes sont des macromolécules de haute masse moléculaire (10 a 100KDa)
présentes dans les cellules de tous les organismes vivants. Ces catalyseurs biologiques jouent
un role essentiel en controlant les procédés métaboliques permettant aux nutriments d’étre
transformés en énergie et en matériaux cellulaires (Drouin, 2005), en augmentant la vitesse

des réactions de 10® 4 10" fois (Voet et Voet, 2005).

Une demande de plus en plus croissante est remarquée en biocatalyseurs stables,
utilisables en biotechnologie moderne. Les microorganismes extrémophiles jouent un réle
important dans les industries de produits chimiques, alimentaires, pharmaceutiques, de papier

et de textiles et aussi en biotechnologie environnementale (Horvath et Horvath, 2002).

Les enzymes peuvent étre classées selon leur mode d’action spécifique. En industrie, la

classe d’enzyme la plus exploitée est celle des hydrolases (Hebbeche, 2014).

Les enzymes sont divisées en plusieurs classes selon leur mode d’action spécifique. Au

niveau industriel, la classe d’enzyme la plus exploitée est celle des hydrolases.

2. Hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes de dégradation. Elles provoquent la coupure d'une
molécule et fixent les radicaux H et OH de 1’eau sur les valences libérées. Ces enzymes ne
nécessitent pas généralement de coenzymes, elles sont activables par des cations
(Bornscheuer, 2002). 1l est tres difficile de classer les hydrolases. Le plus simple est d'étudier
leur action sur quelques groupes de molécules. Généralement, les hydrolases produites par les
champignons sont des enzymes endocellulaires (catalase, lactase et invertase) ou
exocellulaires (amylases, cellulases, pectinases et protéases) (Meziani et Mahcene, 2017). Ces
derniéres sont libérées dans le milieu extérieur ou localisées sur la surface de champignons, ce

qui simplifie leur récupération (Nabors, 2008).

Dans la nature, les microorganismes utilisent les enzymes pour dissocier les protéines,
les polysaccharides, les lipides et d’autres grandes molécules, les réduisant en monomeres,

servant de source de carbone et d’énergie (Nabors, 2008).

2.1. a-amylases

L'a-amylase est une endoenzyme qui hydrolyse au hasard, les liaisons osidiques de
I'amylose, de 'amylopéctine, de I'amidon, du glycogeéne et d'autres polysaccharides contenant
plus de trois liaisons a (1— 4) D-Glucose (Franco et al., 2000). Elle provoque la libération du

glucose, du maltose et surtout d’a-dextrines (Souza, 2010).
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Actuellement, les a-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisées
dans les procédés industriels: industrie alimentaire, pharmaceutique, textile, papeterie, et
détergent, en raison de leur productivité et thermostabilité. Avec l'arrivée de nouvelles
frontiéres en biotechnologie, le spectre d’application de 1'a-amylase s'est €largi vers d'autres

domaines, comme la chimie clinique, médicale et analytique (Pandey et a/.,2000).

2.2. Protéases
Les protéases sont des enzymes qui catalysent 1’hydrolyse des protéines dans des sites
bien spécifiques, en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine

peptidique (Kumar et al.,2008).

Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent étre produites
par plusieurs genres fongiques. Ce groupe d’enzymes dispose de possibilités d’applications
biotechnologiques trés étendues. Actuellement elles sont de plus en plus utilisées en
boulangerie, dans I’industrie alimentaire humaine et animale, dans les détergents pour
lessives, dans 1’industrie des tanneries et I’industrie pharmaceutique (Frazier, 1967 ; Ul-haq et

al., 2003).

2.3. Cellulases

Les cellulases se rapportent a un groupe d'enzymes qui, agissant ensemble, hydrolysent
la cellulose en sucres simples (Kader ef al., 1999; Korish, 2003). Elle est I’une des principaux
membres de la famille des glycosides hydrolases. C’est un systeme enzymatique complexe,
composé de trois types principaux d’enzymes: Endo 3 (1-4)-glucanase ou endocellulase, Exo

B (1-4)- glucanase ou cellobiohydrolase, 3 (1-4)-glucosidase ou cellobiase (Xu, 2002).

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

a partir de la biomasse lignocellulosique (Leghlimi, 2013).
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2.4. Lipases
Les lipases appartiennent a la famille des hydrolases d’esters carboxyliques. Le role
physiologique des lipases est d’hydrolyser les triglycérides en diglycérides, monoglycérides,

acides gras et glycérol (Mats et al., 1994).

Les lipases utilisées dans les détergents, les dégraissants, dans I'industrie de
I'alimentation et de textile, dans les pates et papier, dans les secteurs pharmaceutique et
cosmétique, etc. (Gandhi, 1997; Jaeger et Reetz, 1998; Sharma et al., 2011). Elles sont
utilisées pour le développement de saveur pour les produits laitiers (fromage, beurre,
margarine, boissons alcooliques, chocolat du lait et bonbons) (Najjar, 2010) et elle

sinterviennent dans la maturation des fromages (Hasan et al., 2006).

2.5. Pectinases
Les enzymes pectinolytiques ou pectinases représentent un groupe hétérogene
d’enzymes qui hydrolysent les substances pectiques et qui sont largement distribuées dans les

plantes supérieures et dans les micro-organismes (Jayani et al., 2005).

Les pectinases trouvent des applications dans divers domaines tel que : le textile,
industries du papier, fermentation du cacao, la confection et la maturité du thé, 1’extraction
des pulpes a partir des fruits et 1égumes, ainsi que le traitement des eaux usés (Zeni et al.,
2015). Elles sont utilisées également dans la clarification du vin, ou bien comme complément

alimentaire dans 1’alimentation animale (Rodriguez-Fernandez et al., 2011).
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1. Présentation de la région d’étude

La wilaya de Biskra se situe au Sud Est de 1’Algérie, elle occupe une superficie de
21671 km?, son altitude est de 128 métres au niveau de la mer. Elle est caractérisée par un

climat froid en hiver, chaud et sec en été.
La wilaya de Biskra (Figure 2) est limitée par :
e Le Nord : Wilaya de Batna et M'sila.
e e Sud : Wilaya d’Ouargla. Et EI-Oued.
e L'Est : Wilaya de Khenchela.
e ['Ouest : Wilaya de Djelfa (Bouchemal et Achour, 2015).

.
.

f Tunisia .na

Bisbkra e

Morocco WiHays

Algenia -2

34°.48(N)

B 7 & % @ 8 -2 -1 U =l sleled et aned s ev el

M’sila

’ 05744 (E)

-

Dielfa

Khenchela

El-Oued

Ouargla

Figure 2.Situation géographique de la région d’étude (wilaya de Biskra).
2. Echantillonnage
Le site de prélévement de nos échantillons du sol est situé a 12 Km, a I’ouest de la ville

de Biskra, c’est Hammam El-Baraka, commune d’El-Hadjeb (Figure 3).
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B R

Figure 3. Photos original du site de prélevement de Hammam El-Baraka (EI-Hadjeb, Biskra).

Les 03 échantillons du sol ont été pris le 16/02/2020 a une profondeur de 10 cm, dont
les 5 premier cm superficiels ont été écartés. Chaque échantillon est recueilli par une spatule
stérile et posé dans un flacon en verre stérile. Le long de notre travail on a pris les précautions
d'usage des désinfections des outils (Par l'alcool éthylique) pour éviter tout risque de
contamination entre les échantillons. L’ensemble des échantillons collectés pour les analyses

microbiologiques et physicochimiques est transporté au laboratoire, ou ils ont été conservés

4°C.

Désinfection de la spatule El (10 cm) Les échantillons

Figure 4. Différentes étapes d'échantillonnage.
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3. Analyses physico-chimiques du sol

3.1. Mesure du pH

Pour la mesure de pH du sol de nos échantillons, on a commencé par la préparation
d’une suspension du sol (la concentration de 0.2 g/ml). Une agitation pendant 45 min est
réalisée pour 1’obtention d’une suspension homogene, puis le pH de sol pour chaque

échantillon a été déterminé a 1’aide d’un pH metre (Aubert, 1978).

3.2. Mesure de la conductivité électrique (CE)

La mesure de la conductivité ¢€lectrique de nos échantillons du sol nécessite la
préparation d’un homogénat du sol (la concentration de 0.2 g/ml). Puis une agitation
rigoureuse pendant 1h a l'aide d'un agitateur magnétique permet 1'obtention d'un homogénat
du sol. La suspension est laissée pendant 30 min a une température ambiante ensuite la

conductivité électrique est mesurée a l'aide d'un conductimetre (Aubert, 1978).

3.3. Détermination du taux d’humidité
La méthode consiste a sécher 1g du sol pendant 2 jours dans un dessiccateur a 105°C,
jusqu'a l'obtention d'un poids constant (Denis, 1988). Le pourcentage d'humidité est calculé

selon la formule suivante:

[ H % = [(PH-PS)/PH)] x100 ]

H % : pourcentage d'humidité.
PH : poids humide.
PS : poids sec.

4. Isolement des champignons a partir du sol

4.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu utilisé le long de notre travail est le PDA (Potato Dextrose Agar, Annexe 01).
I s’agit d’un milieu nutritif général qui permet le développement de tous les champignons.

La croissance bactérienne est inhibée par 1’addition de gentamycine aux milieux de
culture avant leur stérilisation a une concentration de 5 mg/l (Botton et al., 1999).Le milieu

est autoclavé a 121°C pendant 20 minutes avant leur utilisation.

4.2. Préparation des suspensions-dilutions

On a respecté I’ensemble des régles d’asepsie le long de notre travail de maniere a
éviter toute contamination. Une quantité¢ de 1g de sol est mis en suspension dans 9 ml d’eau
physiologique stérile (NaCl 9 g/L), puis le mélange est agité au vortex pendant 10 min. Cette

suspension est considérée comme la solution mére.
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Une série de dilutions est préparée dans des tubes de 9 ml d’eau physiologique stérile. A
partir de chaque suspension du sol, une série de dilution décimale est effectuée jusqu’a 10~

(Bonnefoy et al., 2002).

Apres la préparation des dilutions, une agitation vigoureuse avec le vortex a permis
I’homogénéisation des milieux. A chaque échantillon, il a été attribué un code désignant son
origine et son degré de dilution. La préparation des dilutions a pour objectif d’aider a obtenir,

dans la mesure du possible, des isolats séparés.

4.3. Ensemencement

Le travail d’ensemencement a été pratiqué autour d’un bec bunsen. Un volume de 1 ml
de chaque dilution est déposé dans une boite de Pétri contenant préalablement le PDA.
L’homogénéisation est réalisée en agitant manuellement les boites d’un mouvement circulaire
dans le plan horizontal. Ces derniers sont incubés a 25-30°C et sont observées

quotidiennement pendant 15 jours, ou on a noté I’apparition de chaque colonie fongique.

4.4. Purification

Avant d’entamer 1’identification, on proceéde a la purification des isolats a I’aide d’une
série de repiquage, donc chaque colonie de moisissure apparue a été repiquée au centre et
individuellement dans une autre boite de Pétri jusqu’a I’obtention des souches pures (Botton
et al., 1990). Le milieu de culture utilis¢é pour la purification est le méme utilisé pour

I’isolement (PDA). Tous les isolats repiqués sont incubée a 30°C.

4.5. Identification des souches isolées

La purification et I’identification restent les opérations les plus difficiles dans le
domaine de la mycologie. L’identification a pour but de classer les souches fongiques par
genres et especes selon les critéres d’identification (Botton ef al., 1990). Elle est effectuée par

deux techniques classiques, une observation macroscopique et une étude microscopique.

4.5.1. Identification macroscopique
Cet examen permet de déterminer les quatre caractéres culturaux suivants : la vitesse de
croissance, la texture et la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture et son odeur

(Harrigan et McCance, 1976 ; Rinaldi et al., 1998 ; Botton et al., 1999).

15



Chapitre 3 Matériel et méthodes

4.5.2. Identification microscopique

Elle a été réalisée par la méthode de scotche ; un petit morceau de scotch est appliqué
par la face collante sur la colonie a examiner a I'aide d'une pince, puis déposé sur une lame
(Chabasse et al., 2002), en lui ajoutant comme diluant le lactophénol-bleu coton (Annexe 02)
(Dendouga, 2006). Généralement, un examen a ’objectif X40 est suffisant pour mettre en

évidence la plupart des éléments importants (Cahagnier et Richard-Molard, 1998).

Ce type d’identification est fondé essentiellement sur 1’étude morphologique de
mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation,...) et des spores (forme,

couleur, texture des parois,...) (Guiraud, 1998).

4.6. Caractérisation physiologique vis-a-vis la salinité
La tolérance des isolats a la salinité est testée dans des boites de Pétri contenant le
milieu PDA ajouté du NaCl, a des concentrations progressives: 5, 10, 15%. Chaque isolat est

ensemencé par un repiquage au centre et incubé a 30°C pendant 7 jours (Guiraud, 2003).
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1. Analyses physico-chimiques du sol

Les analyses physicochimiques des différents échantillons du sol collectés du Hammam

El-Baraka ont permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau 1.

Tableau 1.Analyses physico-chimiques des échantillons du sol

Echantillons pH CE (ms/cm) Humidité (%)
E1 8.53 0.51 10
E2 8.30 0.77 20
E3 8.27 0.71 10
1.1. pH

Selon Denis (2000), on a pu classer le sol de nos échantillons, dont le pH est compris
entre 8.27 et 8.53 comme un sol alcalin. Ce résultat est similaire aux études de Rouahna

(2007). La classification du sol selon le pH est présentée dans le tableau 2.

Tableau 2. Classification du sol selon le pH (Denis, 2000).

Valeur du pH Qualification du sol
Inférieur a 3.5 Hyper acide

Entre 3.5 et 4.2 Tres acide

Entre 4.2 et 6.5 Acide

Entre 6.5 et 7.5 Neutre

Entre7.5 et 8.7 Basique

Supérieur a 8.7 Tres basique

1.2. Conductivité électrique

Généralement, on estime la salinit¢ d’un sol par les mesures de la conductivité
¢lectrique de I’extrait aqueux ou d’une pate saturée en eau distillée (Dekhinat et al, 2010). En
se basent sur les résultats de nos mesures de la conductivité €lectrique et d'apres I'échelle
de salinité (Tab. 3), nous avons pu classer nos échantillons de sol, dont la conductivité

¢lectrique est compris entre 0.51 et 0.77 ms/cm, comme légérement salé.

Tableau 3. La salinité de sol en fonction de leur conductivité électrique (Gueye, 2013).

Leg'erement Salé Tres salé Ext’remement
Salé salé

Extrait 1/5 (ms/cm)  <0.50 0.50-1.00 1.00-2.00 2.00-4.00 >4.00

Qualité du sol Non salé
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1.3. Humidité
D’apres Lee et Hwang (2002), I’humidité d’un sol est :

* Faible, si le pourcentage d’humidité est compris entre 2% et 9% ;
*  Modéré, si le pourcentage d’humidité est compris entre 9.1% et 13% ;
* Elevée, si le pourcentage d’humidité est compris entre 13.1% et 20%.

Les résultats présentés dans le tableau 1 nous permettent de conclure que les

¢échantillons présentent une humidité variable entre modéré (10%) a élevée (20%).

2. Isolement

Les cultures des prélevements sur milieu PDA ont permis I’obtention de 12 isolats
différents. En effet, une grande difficulté¢ est rencontrée a I’énumération des colonies des
champignons filamenteux, ainsi qu’a la discrimination de certaines especes du méme genre.

Le suivi de leur apparition pendant une semaine est enregistré dans le suivant :

Tableau 4. Observations quotidiennes de I'ensemencement des différentes dilutions du sol sur
PDA pendant 10 jours.

Echantillons Dilution J1 J2 J3 J4 JS5 J6 J7 J8 J9 J10

E01 SM - - - + =+ A H++
10" e e
107 - - - - - - - - + i
107 - - - - - - + +

E02 SM - + + R o S S o o S e e o o S
10" - + o+ + A+ EEN
107 - - - - - e+ 4 +
107 - - - - - - - - - -

E03 SM - + ++ A A A
10" - S s o S S o S o o S o
10° s - - - - + + + ++ ++
107 - - - - - - + + + +

J: jour, - : absence des isolats, + :1-10 isolats, ++ : 10-20 isolats, +++ : 20-30 isolats, ++++:
supérieur a 30, SM : solution mere.
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3. Identification morphologique

3.1. Identification macroscopique

Au total, trois échantillons de sol ont été examinés pour I’étude de la diversité fongique.
L’observation macroscopique est une étude primordiale pour 1’identification des moisissures.
L’¢étude macroscopique est réalisée par des observations a I’ceil nu et des mesures
quotidiennes de la croissance mycélienne de chaque isolat examiné. Les résultats obtenus sont

rassemblés dans le tableau 5.

Tableau 5. Aspect macroscopique des champignons filamenteux isolés du sol de Hammam
El-Baraka (El-Hadjeb, Biskra).

Numéro et code

. Recto Caractére macroscopiques Verso
de D’isolat piq

Recto : blanc a rose
Verso : jaune pale
Croissance : lente
Aspect : duveteuse
Relief de la colonie : plat

Isolat N°=02
SM.E1.B

Recto : blanche
Verso : blanche a centre jaune
O—
ISSI\/[Olz]lEthA 01 Croissance : tres lente
T Aspect : cotonneuse
Relief de la colonie : plat

.

Recto : gris et bordure blanc
Verso : noir et bordure blanc
Croissance : rapide

Aspect : veloutée

Relief de la colonie : plat

Isolat N°=03
SM.E2.A

Recto : blanche

Verso : incolore

Croissance : rapide

Aspect : cotonneuse

Relief de la colonie : bombée

Isolat N°=04
SM.E2.B

Recto : vert bleuatre

Verso : vert jaunatre
Croissance : trés rapide
Aspect : poudreuse

Relief de la colonie : pliss¢

Isolat N°=05
SM.E2.C
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Isolat N°=(06
10 .E2

Recto : brun

Verso : incolore

Croissance : trés rapide
Aspect : laineuse

Relief de la colonie : bombée

Isolat N°=07
SM.E3

4
f
l f.

Recto : noir

Verso : incolore
Croissance : trés rapide
Aspect : granuleuse
Relief de la colonie : plat

Isolat N°=08
10-1.E3.A

Recto : vert herbé

Verso : vert jaunatre
Croissance : trés rapide
Aspect : poudreuse

Relief de la colonie : plissé

Isolat N°=09
10-1.E3.B

Recto : vert pale

Verso : vert claire a centre
jaune

Croissance : trés rapide
Aspect : duveteuse

Relief de la colonie : plat

Isolat N°=10
10-2.E3.A

Recto et verso : gris a noir et
bordure blanc

Croissance : trés lente
Aspect : veloutée

Relief de la colonie : plat

Isolat N°=11
102.E3.B

Recto : blanche

Verso : blanc a rose
Croissance : rapide
Aspect : veloutée

Relief de la colonie : plat

Isolat N°=12
102.E3.C

Recto : vert noiratre

Verso : incolore
Croissance : trés rapide
Aspect : duveteuse

Relief de la colonie : plissé

!

2
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3.2. Identification microscopique
L’examen microscopique des cultures fongiques effectu¢ par la méthode de scotch au

grossissement X40. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant :

Tableau 6. Aspects microscopiques des champignons filamenteux isolés.

Numéro et code
Photomicroscopique
de I’isolat

Isolat N°=04
SM.E2.B

Non identifié

4. Caractérisation physiologique vis-a-vis de la salinité
Le repiquage de 12 isolats de champignons filamenteux isolés aux différentes
concentrations de NaCl (5, 10 et 15%) a permis d’enregistrer les résultats résumés dans le

tableau 7.

Tableau 7. La tolérance des isolats a la salinité.

Isolats PDA 4 5% NaCl PDA 4 10% NacCl PDA 4 15% NaCl

SM.E.A + -
SM.E1.B
SM.E2.A
SM.E2.B
SM.E2.C
10 .E2

SM.E3

10" .E3.A
10".E3.B
102.E3.A
102.E3.B
102.E3.C

o+t o+
I+J’_+II 1

++++++ A+
+I
1

+
+

+ : croissance, - : pas de croissance.
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A une concentration de 5% de NaCl, on a remarqué la croissance mycélienne chez les
tous isolats (SM.E.A, SM.E1.B, SM.E2.A, SM.E2.B, SM.E2.C, 10" .E2, SM.E3, 10" .E3.A,
10".E3.B, 102.E3.A, 10%.E3.B et 102.E3.C) et de 10% de NaCl, on a remarqué la croissance
mycélienne chez 10 isolats (SM.E.A, SM.E1.B, SM.E2.A, SM.E2.C, 10".E2, SM.E3, 10°
'E3.A, 10".E3.B, 102.E3 .B et 10'2.E3.C), ces résultats permettent de les considérer comme
des mycetes halotolérants. A une concentration de 15% de NaCl, on annoté la croissance
mycélienne uniquement chez 5 isolats (SM.E1.B, SM.E3, 10"".E3.A, 10".E3.B et 10%.E3.C),
ces résultats permettent de les considérer comme des mycetes halophiles. Cette classification
est basée sur ce qui a été rapporté par Imran et al., (2012). Ce caractere d’halotolérance ou
d’halophilie confirme I’originalité de nos isolats au milieu extréme, et qu’il s’agit bien des

isolats autochtones.

5. Caractérisation physiologique vis-a-vis de la température
Comme travail classique en microbiologie, la sélection des thermophiles nécessite

d’observer le comportement du microorganisme a examiner vis-a-vis de la température.

Dans ce contexte, Abdullah et Al-Bader (1990) ont testé¢ l'apparition des isolats
fongiques a partir des échantillons du sol d’Iraq. Leurs isolements ont été effectués également
sur milieux PDA comme la présente étude avec une incubation a 25, 30, 35, 40, 45, 50 et
55°C. La croissance mycélienne dans chaque boite a ét¢ mesurée apres 4 jours d'incubation.
Le résultat de cette étude était : seuls les isolats appartenant a I’espéce de Malbranchea
sulphurea, Rhizomucor miehei, Scytalidium thermophilum, Sporotrichum thermophilum,
Thermomyces lanuginosus et un du genre Trichoderma non identifié sont de véritables
thermophiles. Ces isolats ayant une température maximale de croissance égale ou supérieure a
50°C. La majorité des autres especes sont considérées comme thermotolérantes, car elles se
développent a des températures maximales entre 45-50°C, avec un optimum de croissance se
situant entre 30-40°C. Le plus important dans cette étude c’est que cinq isolats fongiques
appartenant a des especes différentes sont signalés pour la premiere fois comme champignons
thermotolérants, il s’agit de : Cun-ninghamella echinulata, Torula terrestris, Gilmaniella
macrospora, Emericella sp. et Cladosporium sp.. Ces résultats sont proches a ceux obtenus
par Pan et al. (2010), qui a travaillé sur un autre site (du parc national de Tengchong Rehai),
l'une des zones géothermiques volcaniques les plus connues de la Chine. Dans cette référence,
I’auteur a testé la croissance de chaque champignon sur PDA a une temperature de 15 a 65°C,
avec un intervalle de 5°C. L’auteur a observé que tous les isolats thermophiles avaient une

température minimale de croissance égale ou supérieure a 25°C, ou quelques souches de
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I’espece Talaromyces thermophilus et Thermomyces lanuginosus ne pouvaient pas croitre en
dessous de 35°C. En revanche, toutes les souches avaient une température maximale de
croissance, minimum 50°C, et certaines d'entre elles (par exemple 7. thermophilus, T.
lanuginosus ainsi que Thermoascus aurantiacus Miehe var. levisporus) poussaient méme a
60°C. Sachant que la température optimale pour la croissance en laboratoire des souches

thermophiles se situait généralement entre 40 et 50°C.

6. Mise en évidence de ’activité hydrolytique

6.1. Activité amylolytique

Plusieurs travaux sont réalisés sur la production des amylases par la source fongique.
Singh et al. (2014) ont isolé¢ des souches fongiques du sol prélevés de différents sites de
Jalandhar (Pendjab, Inde) et ils ont examiné leur production en amylase sur un milieu gélosé a
base d’amidon « SAM » a 25°C. Apres 3 jours d'incubation, la révélation de la production de
cette enzyme est effectuée par I’ajout de la solution d'iode de lugol. Au total, 7 souches
fongiques se sont révélées positives pour la production d'amylase, par l'observation d’une
zone claire (zone d'hydrolyse) formée autour de la colonie productrice. L'analyse des résultats
indique qu’4spergillus fumigatusa montré la zone de lyse la plus grande la plus élevée, la
confirmation de ce résultat nécessitele dosage de I’enzyme (examen qualitatif). Dans 1'étude
de Varalakshmi et al. (2009), cinq isolats fongiques ont été examinés pour la production
d'amylase, qu’ont été isolés des sols de Bangalore-Inde, de la méme maniére que 1’étude
précédente. Le résultat de cette étude était : l'isolat d'4. niger JGI 24 s'est révélé étre le

meilleur producteur d'amylase.

Une souche de moisissure appartenant a 1’espece Aspergillus niger est avérée la plus
productrice parmi toutes les souches testées dans 1’étude de Haq et al. (2005). En effet,
I’activité amylolytique de cette souche est plus élevée comparée aux autres souches de la

méme espece dans les publications précédentes.

6.2. Activité cellulolytique

Commencant par le travail de Shruthi et al. (2019), qu’ont effectué leur prélévement a
partir de sol de Kadapa-Inde. Pour tester la production de cellulase, leurs isolements ont été
effectués sur milieu CMC-Agar (Carboxy-Methyl-Cellulose-Agar). L'apparition de la zone
claire autour de la colonie examinée aprés coloration avec une solution de rouge Congo a
0.1% était une preuve de la sécrétion de cellulases extracellulaires. Sur neuf isolats, seuls
deux qui ont présenté une zone de lyse. Aspergillus unguis a présenté le diametre de la zone le

plus grand (5.0 cm). Une autre recherche sur 1’activité cellulolytique des champignons
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filamenteux est publiée par Saroj et al. (2018). Ils ont isolé des champignons thermophiles a
partir de sol de Warangal, Inde sur Czapek-Dox contenant 1% de Carboxy-M¢éthyl-Cellulose
(CMC) comme substrat inducteur de la production de cellulases. L’activité cellulolytique est
déterminée par mesure de l'indice d'activité enzymatique (Annexe 03). Les isolats fongiques
présentant des valeurs d'IE supérieur a 1.01, ont été considérés comme des producteurs
potentiels de cellulases extracellulaires. Parmi les quinze champignons isolés, 4. fumigatus et
Aspergillus terreus ont présenté la plus forte activité¢ de cellulase avec des valeurs IE de 1.50
et 1.24, respectivement, suivis par Aspergillussp. (IE : 1.13), Fusarium verticillioides (IE :
1.11) et Eurotium rubrum (IE : 1.09). Toutefois, 'activité cellulolytique de d’autres isolats
¢tait relativement faible, notamment Aspergillus caespitosus (IE : 1.05), Aspergillus oryzae
(IE : 1.05), Rhizopussp. (IE : 1.05), Aspergillus nidulans (1IE : 1.03), Aspergillus nomius (IE :
1. 03), Fomitopsisafricana (IE : 1.03), Fomitopsissp. (IE : 1.03), Pleurotuspulmonarius (IE :
1.03), Aspergillus flavus (IE : 1.02), et Aspergillus ochraceus (IE : 1.02).

Khokhar et al. (2012) avec ces résultats, il a été signalé qu’Aspergillus sp. possede tous

les composants nécessaires du systéme enzymatique de la cellulase.

6.3. Activité pectinolytique

Phutela et al. (2005) s’étaient intéressés au criblage des champignons thermophiles
1solés des sols collectés de différents sites (Inde). Le criblage des isolats pour la production de
pectinases extracellulaires a €té réalisé par la méthode de disque. L'indice de 1’activité
enzymatique (IE) pour chaque isolat est correspond au rapport entre le diameétre de la zone
d’hydrolyse et le diametre de la colonie. Les cultures ont été repiquées individuellement sur
milieu YPSS (gélose a I'amidon soluble dans la levure) contenant de la pectine comme
inducteur de la production de cette hydrolase, et incubées a 50°C. Le résultat de cette étude
était ; quinze cultures avaient un IE supérieur a 3.5, trente-cinq cultures avaient un IE compris
entre 3.0 et 3.5, et quarante-trois isolats avaient un IE de 2.0 a 3.0. Ces isolats ont été classés
comme producteurs de pectinase élevés, modérés et faibles, respectivement. Sur la base de ces
expériences de criblage, l'isolat TF3 s'est révélé étre une source potentielle d'enzymes
pectinolytiques. L'isolat a été identifié comme Aspergillus fumigatus Fres. Banakar et
Thippeswamy (2012) ont publié leur travail sur l'isolement des champignons pectinolytiques
extracellulaires a partir de sol forestier. Le site de prélévement des échantillons du sol -le
sanctuaire de faune- de Bhadra représente un point chaud dans les Ghats occidentaux du sud
de 1'Inde. Les auteurs ont rapporté dans leur publication qu’ils ont suivi la méme technique

décrite préalablement pour la détecter la production de pectinases extracellulaires rouge

24



Chapitre 4 Résultats et discussion

Congo. Dans cette étude, de nombreuses souches de champignons filamenteux ont montré une
activité de pectinase importante. L'activité pectinolytique maximale a été observée chez 5
isolats appartenant aux expeces différentes : Mortierella sp. suivie par Syncephalastrum
recemosum, Aspergillus  fumigatus, Trichosporiella cerebriformis et Paecilomyces
marquandii. Cette étude a permis de constater que le sol forestier est le meilleur habitat pour
une biodiversité importante de champignons pectinolytiques et qu'il joue un réle important

dans les cycles biogéochimiques de 1'environnement.

6.4. Activite lipolytique

L'¢tude d’Ayinla et al. (2017) a porté sur le criblage et la production d'une lipase
extracellulaire d'un champignon isolé¢ des sols, contaminés par I'huile de palme a Gbogan
(Nigeria). Les champignons isolés ont été criblés pour la production de lipase en utilisant une
gélose a la tributyrine, et en analysant la formation de zones claires autour des colonies

examinées. L’activité lipolytique est déterminée par mesure de la largeur des zones de
clairance et celle de la colonie examinée (%), rayon du halo lipolytique (R) / rayon de la

colonie (r). Les souches qu’ont présenté un rapport supérieur a 2.0 ont été sélectionnées pour
une caractérisation approfondie. Les des espéces suivantes : Rhizopus oryzae, Aspergillus
glaucus, Mucor mucedo, Scopulariopsis brevicaulis provenant du sol contaminé ont montré
leur potentiel de production de lipase. Le résultat donne également une indication que les
moisissures sont répandues dans l'environnement contaminé par l'huile de palme. Le sol a
présenté aussi un habitat important pour I’isolement des champignons filamenteux en Turquie
(Cihangir et Sarikaya, 2004). Dans cette ¢tude, les isolements ont été effectués a partir des
échantillons du sol collectés de différentes régions Turquies, dont la production de lipase a
été testée par la méme méthode décrite dans les travaux précédents a partir de 30 échantillons
différents, 18 souches isolées sont montré un résultat positif, ou 11 souches ont présenté une
forte activité lipolytique sur la base de leur comparaison de I'amplitude de la zone claire. Une

activité lipolytique remarquable est notée chez les souches du genre Aspergillus.

6.5. Activité protéolytique

Palanivel et al. (2013) ont test¢ la production de protéases extracellulaires par le
criblage des souches de moisissures isolées a partir de sol de Namakkal d’Inde. La capacité de
production de protéase a ¢été déterminée sur le lait gélosé ou sur 1’agar caséiné. Les
champignons ont été isolés par la méthode des plaques étalées, les boites ont été examinées
quotidiennemnt pour I’observation d’une zone ou un halo clair autour des colonies. L'activité

protéolytique est déterminée en calculant le ratio entre le diametre de la colonie et le halo.
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Parmi I'ensemble des isolats, les souches d'Aspergillus spp. ont montré une activité
protéolytique trés élevée. Trois souches de différentes especes d’Aspergillus, une souche de
Mucor et une souche de Curvularia ont montré une activité protéolytique dans les deux
milieux. L'étude de Mohamed Abdullah Maitig et al. (2018), qu’ont travaill¢ sur la méme
enzyme, en utilisant la méme technique de détection ont rapporté que parmi 44 champignons
isolés de sol (Petaling Jaya de Malaisie), la majorité¢ des isolats ont montré leur capacité de
production de protéases. Cette étude a montré aussi que les isolats du genre Aspergillus ont

présenté le diameétre de la zone d’hydrolyse le plus €levé.
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Conclusion

Ce travail a été mené dans le but d’isoler des champignons filamenteux extrémophiles ;
choisissant comme milieux extréme Hammam El-Baraka de la commune d’El-Hadjeb
(Biskra). Ce travail a également comme objectif la caractérisation approfondie de chaque

isolat de moisissure.

L’étude physicochimique a montré que les échantillons du sol collectés représentent
réellement un milieu extréme par rapport aux parametres suivants ; I’alcalinité du pH et sa
salinité ¢levée. Ces conditions peuvent présenter 1’avantage d’isoler des extrémophiles, qui

vivent trés souvent dans des milieux dont les conditions physicochimiques sont extrémes.

L’étude microbiologique a montré le peuplement faible en biomasse fongique et
¢galement la faible diversité, justifiée par les conditions environnementales défavorables dans

ce site.

La caractérisation des isolats vis-a-vis de la salinit¢ (NaCl) a prouver le caractére de
« halotolerant » chez tous les isolats. Bien que cette partie doit étre compléter par un
repiquage a 0 % ; la concentration permettant de distinguer entre les halotolérants et

halophiles.

Pour la partie pratique non réalisée a cause du Covide-19 (caractérisation physiologique
vis-a-vis de la température et le profil hydrolytique de chaque isolat), on a essay¢ de discuter
quelques articles (14 articles) travaillant sur le méme sujet. Comme conclusion retirée de ces
travaux ; les champignons filamenteux sont des microorganismes peuplant différents types du
sol, et ils peuvent servir comme une bonne source de production d’hydrolases a intérét

biotechnologique.

Les conclusions retirées ouvrent des nouvelles perspectives pour :

* ]’identification au niveau moléculaire de chaque isolat prouvé comme extrémophile

(thermophiles et halophiles).

* L’identification et I’optimisation des conditions de production des enzymes par les

extrémophiles.
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Annexe 01. Analyse physicochimique du sol

Composition de milieu de la culture PDA (potato dextrose agar).

Pommes de terre épluchées et coupées 200 g
Glucose 20g
Agar 20g
Eau 1000 ml
Gentamicine 50ppm

Annexe (2. Identification microscopique

Lactophénol-bleu coton

Phénol en cristaux 20g
Acide lactique 20g
Glycérine 40 g
Eau distillée 20g
Bleu de méthylene 05¢g

Annexe 03. Activité cellulitique

Diameétre de la zone d"hydrolyse(en cm)

Indi ti IE) =
ndice enzymatique (IE) Diamétre de la colonie (en cm)
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Résumés

Dans le but d’isoler des champignons filamenteux extrémophiles et de tester leur production en
hydrolases, des prélevements ont été effectués a partir du sol de Hammam El-Baraka (commune El-Hadjeb
Biskra). Les analyses physicochimiques du sol ont montré: un pH alcalin (8.36), une conductivité
¢lectrique de 0.66 ms/cm, avec un taux d'humidité élevé de 13.33%. L’isolement effectué par la méthode
de suspension-dilution sur PDA a permis d’obtenir 12 isolats différents de champignons filamenteux. Le
test physiologique de la salinité a montré que 100%, 83% et 41% des isolats examinés sont poussé dans le
milieu PDA a 5%, 10% et 15% de Nacl, respectivement. L’étude de ’activité hydrolytique n’a pas été

effectuée (Covidl9) et elle est remplacée par une synthése et une discussion des résultats d'articles

scientifiques.

Mots clés : champignons filamenteux, milieux extrémes, hydrolases, sol, Biskra, Nacl.

/ Abstract \

In order to isolate filamentous fungi from an extreme environment and to test their production in

hydrolases, samples were taken from the soil of Hammam El-Baraka (commune El-Hadjeb Biskra). The
physicochemical analyses of the soil showed that the soil of Biskra has an alkaline pH of 8.36, an electrical
conductivity of 0.66 ms/cm, with a high moisture content of 13.33%. The isolation performed by the
suspension-dilution method on PDA resulted in 12 isolates of filamentous fungi. The physiological salinity
test showed that 100%, 83% and 41% of the isolates examined were grown in PDA medium at 5, 10 and
15% Nacl, respectively. The study of hydrolytic activity has not been carried out (Covid19) and it is

replaced by a synthesis and a discussion of the results of scientific articles.

\ Keywords : filamentous fungi, extreme media, hydrolases, soil, Biskra, Nacl. /
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