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Introduction

Introduction

Les microorganismes sont qualifiés aujourd’hui d’étre des participants majeurs dans
plusieurs industries a savoir 1’industrie pharmaceutique, alimentaire et chimique (Bernard,
1997).

Parmi ces microorganismes, les moisissures ou les champignons filamenteux peuvent
représenter des acteurs importants de ce monde vivant. Ils disposent de possibilité
d’applications biotechnologiques trés étendues, di a leur capacité a conquérir des substrats
naturels grace a une dissémination efficace, une croissance rapide et un arsenal enzymatique
trés développé (Leveau et Bouix, 1993).

Actuellement, les champignons filamenteux sont de plus en plus exploitées dans des
déférents domaines, il sont utilisées dans la production de métabolites en particulier les
enzymes (Scriban, 1999).

Pour répondre a I’exigence industrielle aux enzymes surtout les éxtremophiles, le sol
constitue un bon environnement pour la prolifération fongique, dans lequel, ces
microorganismes représentent la biomasse majoritaire de cet écosysteme (Calvet, 2000).

La caractérisation d’enzymes d’intérét industriel constitue une des étapes essentielles de
leur exploitation biotechnologique .En effet, les champignons filamenteux présentent une
source importante d’enzymes hydrolytiques, plusieurs enzymes d’origine fongiques sont
produites a I’échelle industrielle parmi lesquelles les amylases, cellulases, pectinases, et
protéases (Saidane ef al.,2001).

Dans ce contexte la présente étude est effectuée, dont notre objectif principale est
d’étudier 1’abondance et la biodiversité des champignons filamenteux de chott melghir ;
choisi comme milieux extréme, et d’une part; de tester leur production en enzymes
hydrolytiques pour une éventuelle application biotechnologique (peuvent servir a
I’éclaircissement de leur adaptation aux milieux extrémes) pour cela notre travail pratique est
organisé en quatre étapes

1. Analyses physico-chimiques des différents échantillons collectes du sol environnant

Chott Melghir ;
2. Isolement et identification morphologique des champignons filamenteux ;
3. Caractérisation physiologique des isolats vis-a-vis la salinité

4. Mise en évidence de cinq activités hydrolytiques de chaque isolat sur milieu solide.
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Chapitre 1 Les champignons extrémophiles

I. Milieux extrémes
I.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 14 ou les conditions sont compatibles avec la vie de
I’homme. Puis, les chercheurs ont commencé a trouver des organismes qui survivent dans des
conditions hors de ces normes, dans des milieux caractérisés par des conditions physiques
et/ou chimiques extrémes de température, de pH, de pression, ou I’oxygene est rare et la
composition chimique de I’environnement proche est toxique (Peduzzi et al., 2006).

Ces étres exceptionnels qui défient les lois de la biologie et créent la vie ou I’homme
n’osait ’imaginer sont qualifiées d’éxtremophiles (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 1’agriculture (Calvet, 2000), a des nombreuses
fonctions dans et sur lequel se développent des organismes vivants (Les bactéries et les
champignons constituent les microorganismes les plus représentatifs des sols) (Quenea,
2004).

Les environnements réunissant des conditions physico-chimiques hostiles a la vie sont
trés nombreux sur la planéte (Irwin et Baird, 2004) , Il en existe différents groupes de milieux
extrémes sur terre ou la survie de I’Homme se trouverait menacée (Cavicchioli et al.,
2011),tous sont répartis en fonction des parametres physiques (pression, température...) ou
chimiques comme 1’acidité, la salinité ..., le pH et la salinité interagissent trés fortement dans
un biotope extréme (Kristjansson et Hreggvidsson, 1995).

I.1.1. Environnements hypersalins

On considére qu’un environnement est hypersalin quand la concentration en sels est
supérieure a celle de I’eau de mer, qui est d’environ 35 g/L (Dassarma et Dassarma, 2012).

1.1.2. Environnements a hautes températures

La température est une variable importante dans chaque écosystéme. La vie aux
températures €levées est classée en forme thermophile ou hyperthermophiles entre 45°C et

80°C (Madigane et Martino, 20006).
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1.1.3. Environnements a pH acide et a pH alcalin

Les environnements acides sont particuliecrement intéressants car, en général, le
faible pH de 1'habitat est la conséquence du métabolisme des microorganisme qui se
développent de facon optimale a un pH de 2,et les environnements alcalin caractérisé
par pH10 (Morozkina et al., 2010).

I1. Champignons filamenteux

1. Généralité

Les champignons sont des étres eucaryotes, hétérotrophes, filamenteux (Botton et
al.,1990).

Les moisissures peuvent étre définies comme des microorganismes filamenteux et
immobiles, dont la structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique (Nicklin et
al., 2000), Ils sont dépourvus de chlorophylle (Geneves, 1990; Geneves, 1992).

Les champignons appartiennent a l'embranchement des thallophytes, leur appareil
végétatif ou thalle ne comporte pas de systéme conducteur différencié. L'appareil végétatif
des champignons (thalle) est généralement constitué par un mycélium formé de filaments
tubulaires cylindriques ramifiés, a croissance linéaire apicale, dont le diametre varie selon les
especes de 1 a 2 pm jusqu’a plus de 50 um (Semal et al., 1993)

Chez la plupart des moisissures, les hyphes sont divisés par les cloisons ou septa
(septum singuliers) ou les appelle alors hyphes segmentés ou septés, dans quelques classes de
mycetes, les hyphes ne contiennent pas de cloisons et ont 1’aspect de longues cellules continus
a noyaux multiples; ils sont appelés cénocytes (Tortora et al., 2003).

Les champignons filamenteux possedent d'extraordinaires possibilités d'adaptation.
Elles peuvent exploiter rapidement toute changement favorable a la survie de l'espece en
condition difficiles (Bourgois et Larpent, 1996), et possedent une panoplie enzymatique
extrémement riche (cellulolytiques, pectinolytiques, protéolytique...), qui leur permet
d'utiliser plusieurs substrats comme source de carbone et d'énergie (Meyer et al., 2004).

2. Caractéristique structurale

e Paroi: Les composants caractéristiques de la paroi sont principalement la chitine
et des glucanes (Griffin, 1994).
e Noyau: peuvent contenir un, deux ou plusieurs noyaux.
e Mitochondries: existent dans le cytoplasme, circulaire, ovale ou allongées. Leur
taille, forme et nombre varient durant le cycle de la cellule et en réponse aux

conditions environnementales.
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e Membrane plasmique: (ou plasmalemme) similaire a celle des autres eucaryotes,
consistant en une bicouche de phospholipides et des protéines et stérols associés
(Nasraoui, 2006)

e Thalle : Le corps ou thalle d’une moisissure composé¢ 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 diamétre posséde un cytoplasme commun (Ait
Abdelouahab, 2001).

3. Classification

La classification des espéces appartenant au régne de « Fungi » a connu de nombreuses
modifications. A I’heure actuelle, la classification des champignons s’est considérablement
simplifiée et le regne fongique est divisé en quatre phylum définies par le caracteére cloisonné
ou non du thalle, la présence ou 1’absence de gamétes ou de spores mobiles et les caractéres
morphologiques des organes différenciés de la reproduction sexuée (Sylvie, 2015). On
reconnait quatre classes de champignons

% Phycomycétes : C’est un groupe tellement hétérogéne que les taxonomistes le

divisent en six sous classes séparées. Ils sont typiquement cénocytiques.

s Ascomycétes : les mycetes parfaits dont le mycélium est bien développé et cloisonné
qui porte des spores (ascospores).
< Basidiomycétes : mycétes parfaits, qui se distinguent par la production de
basidiospores externes a I’extrémité ou sur le coté d’une baside.
< Deutéromycetes : regroupent temporairement les mycetes imparfaits jusqu’a ce qu’on
découvre leur phase sexuée.
4. Mode de vie des champignons filamenteux
La grande majorité des champignons sont saprophyte (proliférant sur de la maticre
inerte) (Hibbett et al., 2007 ;Bourgeois,1996),et capables de se propager dans différents
environnements grace a leurs aptitudes métaboliques étendues,on peut distinguer selon leur
mode de vie :

4.1. Champignons saprophyte : les espéces saprophytes se développent aux dépend
des substances mortes d’origines animale ou végétale (Bouchet et al., 1999), elles jouent un
role essentiel au sein des cycles biologiques en minéralisant les matieres végétales ou
animales mortes (Marouf et Reynaud, 2007).

4.2. Champignons parasites : vivent a des substances organiques; Le parasitisme est

généralement nuisible et souvent nocif (Florent, 1993) (Bouchet et a/ ; 1999).
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4.3. Champignons symbiotique: la symbiose se définie comme une association étroite
entre les organismes d’especes différentes, vivant en équilibre les uns avec les autres mais
pouvant vivre séparément ( Raven et al., (2000) ; Marouf et Reynaud (2007)).

5. Condition de croissance

5.1. Eléments nutritifs

Les champignons exigent la présence des éléments nutritifs de base (carbone, azote et
ions minéraux) dans le milieu qui assure leur croissance (Davet, 1996), et ils exigent la
présence des ions minéraux et métaux dans le milieu de culture nécessaire pour la croissance
et la reproduction des 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 ’espece (Uchicoba et al., 2001).

5.2. Facteurs physicochimiques

La température joue un réle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle intervient
également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989), les
champignons filamenteux ont un faible besoin en eau par rapport a d’autres microorganismes
(aw=0.65) (Boiron, 1996), et un pH dans une zone de 4.5 — 6 (Botton et al., 1999) .

6. Mode de reproduction des champignons filamenteux

6.1. Reproduction asexuée : Les spores représentent le mode de reproduction asexué
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).

6.2. Reproduction sexuée : Elle est assurée par des gametes ou des spores formées a la
suite d’une méiose. Cette reproduction sexuée est trés variable tant sur le plan de la diversité
des organes que sur celui des cycles de développement. La fécondation peut s’effectuer chez
un méme individu (homothallisme) ou entre deux individus différents (hétérothallisme)
(Sterullu, 1991).

7. Champignons extrémophiles

sont des microorganismes qui se développent de maniere optimale dans des conditions
mortelle pour la quasi-totalité des autres especes (Querellou et Guezennec ,2010).

7.1. Champignons halophiles
Les halophiles vivent dans les environnements hypersalins et exigent dans beaucoup de cas la
salinit¢ pour survivre (Dassarma, 2001), La distribution des moisissures dans ces
environnements dépend du phosphore, de I’azote, de I’oxygene dissous, de 1’activité de I’eau

et du pH (Gunde-Cimerman et al., 2009).
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7.2. Champignons thermophiles

La température est une variable importante dans chaque écosystéme. La vie aux
températures €levées est classée en forme thermophile ou hyperthermophile. Les thermophiles
sont des microorganismes qui se développent a des températures relativement élevées, entre
45°C et 80°C. Les hyperthermophiles sont des thermophiles particuliérement extrémes pour
les quelles les températures optimales sont au-dessus de 80°C (Madigan et Martino, 2006).

7.3. Champignons acidophiles et alcalophiles

Les alcalophiles sont des microorganismes qui se développent de facon optimale a pH
supérieur a 9,0, souvent avec un pH optimum autour de 10, (Horikoshi, 1999). Une diversité
de microorganismes peut croitre a pH de 10,5 (Martins et al., 2001) , et les acidophiles se

développent de fagon optimale a un pH de 2 (Morozkina et al., 2010).
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1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des protéines stables et solubles en phase aqueuse, elles possédent des
propriétés remarquables présentées par leur spécificité et leur régulation (Jacques, 2000).elles
sont présentes dans tous les organismes vivants. Et controlent les processus métaboliques
(Serge et Pierre, 2004) en augmentant la vitesse des réactions de 10* a 10 fois, (Voet et
Voet, 2005).

Une demande de plus en plus croissante est remarquée en biocatalyseurs stables,
utilisables en biotechnologie moderne. les éxtremophiles jouent un role important dans les
industries de produits chimiques, alimentaires, pharmaceutiques, de papier et de textiles et
aussi en biotechnologie environnementale (Horvath et Horvath, 2002).

1.1. Hydrolases

Les enzymes hydrolytiques des organismes halophiles ont été¢ abordés par Nordberg et
Hofsten en 1969. Leur propriétés ont fait ces enzymes d’excellents candidats pour différentes
applications biotechnologiques dans de nombreux processus industriels (Setati, 2010). Les
enzymes produites par les organismes thermophile sont extrémement thermoactives,
rigoureusement thermostables, ayant méme des activités a des températures dépassant les
températures maximales de croissance de leurs organismes. Elles résistent souvent aux
dénaturants chimiques et les valeurs extrémes de pH (Antranikian ef al., 2005).

2. Domaines d’application des enzymes fongique

2.1. Les protéases

Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’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 moisissures présentent une source importante de protéase d’intéréts industriels
(Ashok, 2006).0Ont été longtemps utilisées pour produire des aliments ainsi que des aromates
(Larreta-Garde, 1997). Actuellement, elles sont utilisées dans trois principaux domaines: les
produits de boulangerie, la production et la maturation des fromages (Bauchart et Picard,
2010) (Neklyudov et al., 2000). Les protéases sont utilisées aussi dans les détergents pour
¢liminer les taches protéiques (Rao et al., 1998), ainsi que dans le domaine de la gestion des
déchets domestiques (Anwar et Saleemuddin, 1998).

2.2. a- amylases

L’a-amylase est une endoenzyme appartenant a la famille des hydrolases (Franco et al.,

2000).Elle catalysant le clivage des liaisons glycosidiques de type (1-4) dans 1'amidon et du
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glycogeéne, donnant des produits a bas poids moléculaire. Elle provoque la libération du
glucose, du maltose et surtout d’a —dextrines (Souza , 2010).

Les amylases ont une gamme étendue d’applications dans beaucoup de champs tels que
les industries de la saccharification d’amidon, des aliments, de boulangerie et 1’industrie du
textile (Gupta et al., 2003).

Dans le domaine alimentaire, on peut citer l'utilisation de 'amylase gardant la fraicheur du
pain et des gateaux et son utilise dans la production efficace de la biére (Simon et Barry,
2005).

2.3. Cellulases

Les cellulases se rapportent a un groupe d'enzymes qui agissant ensemble, hydrolysent
la cellulose en sucres simples (Korish, 2003). C’est un systéme enzymatique complexe,
composé de trois types principaux d’enzymes: Endo B (1-4)-glucanase ou endocellulase, Exo
B (1-4)- glucanase ou cellobiohydrolase, B (1-4)-glucosidase ou cellobiase (Wang et al.,
2002).

Actuellement la biotechnologie des cellulases occupe environ 20 % du marché mondial
des enzymes (Bhat, 2000; Lekchiri et al., 2006). Les cellulase produits par les champignons
filamenteux présentes plusieurs intéréts

En industrie agro-alimentaire les cellulases sont utilisées pour faciliter la filtration des
diverses suspensions riches en fibres cellulosiques manipulées par ce type d’industrie
(Scriban, 1993).

Les cellulases sont employées dans l'industrie du textile pour donner I’aspect aux
vétement en jean apres lavage (Gusakov et al., 2000), aussi bien que dans les détergents de
blanchisserie pour ramollir les tissus (Aygan et Arikan, 2008).L’addition de cellulases aux
suspensions de pates (en cours de lavage) ou en suspension de pates de papiers de recyclage,
améliore significativement leur filtrabilit¢ et conduit & des économies importantes de
consommation d’eau (Scriban, 1999).

2.4. Lipases

Les lipases caractérisées par leur stabilité et leur activit¢ dans les solvants

organiques sont des biocatalyseurs importants, particulierement adaptés pour des

applications industrielles (Schmidt et al., 2004).
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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 elles
interviennent dans la maturation des fromages (Hasan et al., 2006)

Leur utilisation dans les détergents (Lessives ménageres) est le champ d’application le plus
important des lipases (Jaeger et Reetz, 1998). Les lipases sont largement mises en ouvre dans
I’industrie pharmaceutique pour la synthése des Médicaments (Jaeger et Eggert ,2002).

2.5. Pectinases

Les enzymes pectinolytiques « pectinases » constituent un groupe unique, complexe et
hétérogéne de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les substrats pectinolytiques,
notamment les polymeres de pectine, (Tatiana et Flevo, 2005).

Elles sont essentiellement d’origine microbienne. Les pectinases sont utilisées plus
particuliérement en industrie agro-alimentaire (industrie des jus de fruit et industrie oléicole)
(Lang et Dornenburg, 2000), ces enzymes sont utilisées dans la dégradation des
macromolécules pectiques qui restent en suspension a la suite de pressage de fruits (Thibault
et Petit, 1979; Larpent-Gourgaud et Sangleer, 1992), aussi en industrie du textile et du papier
(Lang et Dornenburg, 2000)

Tableau 1. Exemple des enzymes produites par les champignons filamenteux

Enzymes Micro-organismes Références
protéases Aspergillus niger Vierling, 2008
Fusarium sp Kitano et al., 1992
Endothia parasitica Branger et al., 2007
Pseudomonas aeruginosa | Mahanta et al., 2008
Amylases Penicillium Kikani et Singh , 2011
Cellulases Aspergillus Kuhad et al., 2011
Trichoderma Kuhad et al., 2011
Lipases Fusarium Gao et al., 2000
Alternaria Prazeres et al., 2006
Pectinases Sclerotinia sclerotiorum | Saloua Saidane
Aspergillus Hoondal et al., 2002
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1. Présentation de la région d’étude

Chott Melghir (34°15°N, 06°17°E) est le plus grand lac sal¢ d’Algérie, ce Chott se
située au nord-est du Sahara septentrional couvrant de grandes superficies de 551500 a
337700 ha. L’altitude de ce Chott est considérée comme la plus basse du nord d’Afrique, il
atteint dans certains endroits 31 m au-dessous du niveau de la mer.

Se constitue une vaste bande qui s’étale du sud tunisien jusqu’au mont de I’Atlas au
nord Algérien, I’évaporation de I’eau du Chott surtout en saison seche donne naissance a des

cristaux de sel composés essentiellement du chlorure de sodium (Remli et Bounouala, 2016).

El Meghaier Lac Oued Khrouf Lac El Hamraia

(B)

Figure 1 . A : Localisation géographique de régions d'é¢tude .B : Chott Melghir (photo
originale)

2. Echantillonnage

Les échantillons sont prélevés du sol entourant Chott Melghir ; le prélevement a été
réalisé le 23/01/2019 dans des conditions d’asepsie, aprés l'écartement des 5 premiers
centimétres de la couche superficielle du sol ; neuf échantillons sont prélevés a 1'aide d'une
grande spatule stérile d’une profondeur de 10 centimeétres.

Le sol a été récupéré dans des flacons stériles soigneusement fermés puis conservées

aux laboratoires a 4°C pour les analyses physicochimiques et mycologiques (Voire figure 02)
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Désinfection de la spatule

E1(10 cm) Les échantillons

Figure 2. Différentes étapes d’échantillonnage

3. Analyses physico-chimiques du sol

3.1. Mesure du pH du sol

Les masures du pH des échantillons du sol nécessitent au début la préparation d'une
suspension du sol (20g du sol avec 100 ml d'eau distillée). Une agitation pendant 45 min a
permis 1'obtention d'une suspension homogene, la valeur de pH est déterminée par un pH
metre (Aubert, 1978).

3.2.Conductivité électrique

Dans un bécher de 100 ml peser 10g de sol et ajouter 100 ml d’eau distillée et agiter
pendant 1h, avec un agitateur magnétique puis laisser reposer15min et apres filtration mesurer
la CE a I’aide d’un conductimétre (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)|*100 }

H : humidité
PH: poids humide

PS: poids sec
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3.4.Dosage des chlorures

Selon Aubert (1978) la méthode consiste a diluer 10 g de sol dans 50
ml d’ eau distillée, apres une filtration 5 ml de filtrat et rajouter 3
goutte de bichromate de potassium(K2CrOs) avec une agitation jusqu’a 1’obtention
d’une couleur verte. Le titrage est effectuée par le nitrate d’ argent (AgNO3) a
0.1 N jusqu’a I’obtention d’une couleur rouge brique et prendre le volume (n).le

témoin est préparé en remplagant prendre le filtrat par 1'eau distillée. La concentration du

chlore est déterminée selon la formule suivante:

[ Cl1 mg/1 =[(n-n") 0,1 V/v]. 100/p ]

n : volume de nitrate d’argent (AgNO3) mesuré apres titrage.

n’ : volume de nitrate d’argent (AgNO?3) prendre pour le titrage.
V : volume de filtrat.

v : volume d’échantillon.

p :poidsdusol 1 g.

3.5. Mesure du carbone et matiere organique

Le carbone organique est dosée selon la méthode de Anne, il est oxydé par le
bichromate de potassium en milieu sulfurique, Le bichromate doit étre en exces, et titré par
une solution de sel de Mohr, en présence de diphénylamine dont la couleur passe du bleu
foncé au bleu vert (Mathieu, 2003) (Annexel).Le témoin est préparé en remplagant prendre le

filtrat par 'eau distillée.

CO (%) =3 (A-B)/A

MO (%) = (A-B)/A). 6,896

- Soit B le volume de la solution consomm¢e.
- Soit A le volume de la solution consommé par le témoin.

4. Isolement des champignons filamenteux

4.1. Préparation du milieu de PDA

Dans notre travail, nous avons utilisé le PDA (Gélose a I’extrait de pomme de terre; voir
I’annexe 02). Qu’est un milieu usuel pour la culture de la plupart des champignons.

12
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Le milieu est additionné de 50 ppm gentamicine afin d'inhiber la croissance des

bactérienne (Botton et al., 1990).

4.2. Préparation de la suspension du sol

Une quantité de 10 g du sol est suspendue dans 90 ml d’eau distillée stérile. Le mélange
est agité pendant 30 minutes afin d’homogénéiser la solution qui sert a préparer une série de
dilutions décimales (107,107 ,10) (Almi, 2016).

4.3. Ensemencement

Un volume de 1 mL de chaque dilution est déposé dans une boite de Pétri contenant
préalablement le PDA. Les boites sont homogénéisées, par agitation manuelle de maniére
circulaire, sur un plan horizontal. Les boites sont incubées a 25-30°C pendant sept jours
(Almi, 2016).

4.4. Purification

La purification concerne principalement les colonies dont les caractéres culturaux sont
différents. Il s’agit donc de prélever quelques spores ou une petite bouture mycélienne a la
marge du thalle et de I’ensemencer de maniére aseptique dans des boites de Pétri contenant le
PDA. Afin d'obtenir un développement typique du champignon, 1l'inoculation est réalisée en
un seul point au centre de la boite (Almi , 2016).

4.5. Identification

L’identification des moisissures fait essentiellement appel aux caractéres culturaux
(identification macroscopique) et a la morphologie (identification microscopique), rarement a
des propriétés biochimiques (Dendouga, 2006).

4.5.1.1dentification macroscopique

L’examen macroscopique des nos isolats permet de déterminer les caractéres culturaux
suivants : la vitesse de croissance, le diamétre de la colonie, sa texture, la couleur du thalle, la
couleur du revers ainsi que son odeur (Almi, 2016).

4.5.2.1dentification microscopique

Nos isolats de moisissures ont soumis a une identification e réalisée également par une
étude microscopique. Cette dernicre a été effectuée par la méthode de drapeau qui consiste a
prendre un petit morceau de scotch est I’appliqué sur la surface de la culture fongique a
examiner. Ce morceau du scotch est ensuite appliqué sur une lame qui contient une goutte de
lactophénol (annexe2). Des observations microscopiques ont été effectuées par microscope
optique a grossissements (xX400) Cet examen a permis d’étudier les filaments, les spores

(Guezlane-Tebibel et al., 2008).
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4.5.3. Caractérisation physiologique
La tolérance des isolats a la salinité est testée dans des boites de Pétri contenant le
milieu PDA ajouté de concentrations progressives de NaCl : 10 %, 17.5 %. Chaque isolat est

incubé 7 j (Guiraud, 2003).
5. Mise en évidence de ’activité enzymatique
5.1. Activité amylolytique

La capacit¢ a dégrader I’amidon a été utilisée comme critére de détermination de la
capacité a produire des enzymes amylolytiques. Aprés 3 a 5 jours d’incubation, les boites
pétri ont ét¢ inondées avec une solution d'iode (annexe 4) et une zone jaune autour d'une
colonie indique une activité amylolytique (hankin et Anagnostakis ,1975).

5.2. Activité cellulolytique

Le milieu de base supplémenté par 0,5% (p/v) de carboxyméthylcellulose (CMC)
(annexe 3) est utilisé pour sélectionner les isolats fongiques ayant une activité cellulolytique.
Les boites sont incubées a 30°C pendant 3 & 7 jours. Aprés incubation, les boites de Pétri sont
remplies d’une solution de rouge Congo a 0,1% (p/v) (annexe 4) et placées pendant 15 a 30
min. Les boites sont lavées par une solution de NaCl 1M pendant 5 & 10 min a température
ambiante avant la lecture. La production de cellulase est appréciée par 1’apparition de zones
claires autour de la colonie (Benkahoul ef al., 2017 ).

5.3. Activité pectinolytique

Pour détecter I’activité pectinolytique, nous avons utilisé le milieu décrit par Hankin

et al. (1975) (Annex3) Ce milieu a été utilisé¢ pour détecter la production de pectate lyase, les
poites ont été incubées pendant 3 & 7 jours puis inondées avec une solution aqueuse de acitate
de cuivre (annexe 4) (Malika et al., 2017 ). Ce réactif précipite la pectine intacte dans le
milieu. Par ailleurs, des zones claires autour d'une colonie (hankin et Anagnostakis ,1975).

5.4. Activité protéolytique.

A. caséinase

Un milieu gélosé contenant 30% du lait écrémé (annexe3) est utilisé dans la mise en
évidence de la présence d’une activité protéolytique. L’incubation a lieu a 30°C pendant 3 a 7
jours. L hydrolyse des protéines du lait est indiquée par I’apparition d’une zone claire autour
de la colonie (Benkahoul et al., 2017 ).

B. Gélatinase

Un milieu contenant de la gélatine (annexe3) comme protéine substrat a été utilisée

pour détecter la production d'enzymes protéolytiques. Apres incubation de 3 a 7 jours, la
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dégradation complete de la gélatine était visible avec une zone claire autour des colonies. Si
la plaque était ensuite inondée d'une solution aqueuse saturée de sulfate d'ammonium (annexe
4), renforgait les zones claires autour de colonie confirmant la production d’enzyme (hankin
et Anagnostakis ,1975)

5.5. Activité lipolytique

Un milieu contenant huile d’olive2.5% (annexe3) utilis¢ comme substrat lipidique pour
détecter la production d’enzymes lipolytiques. La formation d'enzymes lipolytiques est
apparue soit comme un précipité visible di a la formation de cristaux du sel de calcium de
l'acide laurique libéré par I'enzyme autour d'une colonie en raison de la dégradation compléte

du sel de I'acide gras (hankin et Anagnostakis ,1975).
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1. Analyse physicochimique des échantillons du sol collectés de Chott Melghir
Les analyses physicochimiques des différents échantillons du sol collectés de Chott
Melghir sont présentées dans le tableau suivant

Tableau 2 . Analyses physicochimiques des échantillons du sol

Echantillons | pH CE (ms/cm) | H (%) Cl(mg/1) | C (%) MO(%)
El 7.96 35 10 65 0.281 0.646
E2 7.97 27 10
E3 7.86 26 30
E4 7.64 244 20 68
E5 7.47 28 30
E6 7.86 20.6 20 63
E7 7.78 30.6 10
E8 8.07 41.5 20
E9 7.93 67.2 10
° pH

Le pH fait partie d’une des plus importantes caractéristiques physicochimiques des sols.
Selon Aubert (1978), on a pu classer nos échantillons, dont le pH est compris entre 7.47 et
8.07 comme des sols alcalins

e Conductivité électrique

En se basant sur les résultats de la conductivité électrique présentés dans le tableau
précédent et d’apres Aubert(1978), on a pu classer nos échantillons, dont la conductivité est
comprise entre 24.4 et 67.2 ms/cm pour Chott Melghir, comme des sols trés salés. Ce qui
représente vraiment un écosystéme extréme tres salin.

e Humidité

L’intervalle d’humidité des différents échantillons du sol analysés varie del0 a 30, ces
taux nous permettent de considéré selon Lee et Hwang (2002) que le sol de Chott Melghir
dans la période d’échantillonnage comme a faible teneur en humidité.

e Dosage des chlorures

Les résultats présentés dans le tableau 2 montrent que les concentrations en chlorure
dans nos échantillons varient entre 63 et 68 mg/l. Ces teneurs importantes reflétent la salinité
¢levée du sol.

e Matiére organique

Le taux de matiere organique (%) dans un sol est considéré comme; faible (4,0-7,0),

d’apres Lee et Hwang (2002). Les analyses de la matiére organique (MO) de nos échantillons

ont permis de montrer des taux tres faibles (de 1’ordre de 0,646 %).
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2. Isolement des champignons filamenteux

L’ensemencement de la suspension du sol et les différentes dilutions sur PDA a permis
I’apparition de 16 isolats de champignons filamenteux, le suivi de leur apparition pendant
une semaine est enregistré dans le tableau 3.

Tableau 3. Observations quotidiennes de I’ensemencement des différentes dilutions du sol

de Chott Melghir sur le PDA.

Résultats et discussion

Echantillons
Dilution J1 |J2 |J3|J4(J5 |J6 |J7 J8 J9 J10
Solutionmere | - | + | + | + | ++ | ++ | +F ++ ++ +++
E01 10" N =+ |+ |+
10~ -+ [+ T [ [ [ [
10” - - - -+ |+ |+ + + | ++
Solution mere | - - -] - |+ + + + |
E02 10°! - N N N - _ - N N
10° - -1 -1 - - _ - -
10° - -1 T T ; - -
Solution mere | - - -] - |- - + + + T
E03 10” S I I S I IS s T n "
10~ N - + +
10” - - T+ 1+ [+ |+ + n n
Solution mere | - - -+ |+ + + + ++ +++
E04 10" - -1 -1-1+ 1+ [+ + ++ |
10~ - - -] - |- - - + + +
10” o B B BN R R - + +
Solution mere | - + |+ |+ |+ + + + + ++
E05 107" Sl [+ 1+ [+ |+ + T i
10” A ; ; ;
107 S+ [+ 1+ 1+ [+ |+ + T T
Solutionmeére | - | + | + | + | + + + H - -
E06 107! - + + | + |+ + + + i 4+
10~ -+ +H |+ [ H F |
10” o B R B e e - + +
Solution mére | - - - - - - R _ - N
E07 10” - N N N - _ - N N
10” - e T ; ; ;
10° - -1 1- 1T- ; ; ;
Solution mére | - - |- -]t + + + ++ -+
E08 10" - + |+ |+ |+ + + + + -+
10” - e T ; - -
10° - -1 1- 1T- ; ; ;
Solution mere | - - - | - |+ + +
E09 10" oo T _ } 3
10” - -1 T T - - -
10” -+ [+ ]+ + ¥ n

J :jour, +:10 isolats , ++ : 10-20isolats , +++ : 20-30isolats

, ++++ : supérieur a 30
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Selon les résultats présentés dans ce tableau, on peut constater que la charge
microbienne dans nos échantillons du sol est faible, ou la majorité des isolats de moisissures
sont apparus de I’ensemencement de la solution mere. Ces résultats confirment les résultats
des analyses physicochimiques, dont les milieux extrémes sont les moins peuplés en
microorganismes. En effet, 'abondance des microorganismes dans le sol varie et liée aux
variations spatiales et de la quantité des éléments nutritifs, tels que l'azote, la matiére
organique et I'humidité du sol (Aguilera, 1999).

3. Identification

3.1. Identification macroscopique

Au total, neuf échantillons de sol ont ét¢ examinés pour 1’é¢tude de la diversité
fongique. Les résultats obtenus au cours des différents isolements réalisés, sont représentés
dans le tableau et révelent la présence de 16 isolats fongiques.

L’étude macroscopique a permis la distinction entre les différentes espeéces. On se
basant essentiellement sur 1’aspect des colonies, leurs couleurs et du revers de la culture ainsi
que la présence ou 1’absence de pigments caractéristiques de chaque souche.

Tableau 4. Aspects macroscopiques des isolats de champignon filamenteux isolé a partir de

Chott Melghir sur le PDA

Numéro et Recto Caractére macroscopiques Verso

code de l’isolat

Recto : noir

Verso : incolore

Croissance : tres rapide
Aspect :

Relief de la colonie : colonie
bombée.

Isolat n°= 01
A4 10-3

Recto : noir a bordure marron
Verso : noir

Croissance : moyenne
Aspect :

Relief de la colonie : plat

Isolat n° = 02
Al 11/2(5)

Recto : colonie de couleur
marron claire.

Verso : créme.

Croissance : tres lente.
Aspect : laineux.

Relief de la colonie : colonie
plat et ronde.

Isolat n° =03
A1 17/2(3)
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Isolat n° =04
A617/2

Recto : noir

Verso : noir

Croissance : rapide

Aspect : cotoneux

Relief de la colonie : colonie
bombée.

Isolat n® =5
AL11/2 (1)

Recto : colonies de couleur
blanche.

Verso : Jaune claire
Croissance : trés lente
Aspect : poudreux.

Relief de la colonie : colonie
plat

Isolat n° =6
A4 24/2

Recto : colonie de couleur
blanche.

Verso : jaune pale.
Croissance : rapide.

Aspect : cotonneux

Relief de la colonie : colonie
bombée.

Isolat n° =7
A3 19/2

Recto: colonies de couleur
verte-noiratre.
Verso : noir

Croissance : moyenne a rapide.

Aspect : poudreux.
Relief de la colonie: colonie
avec un centre bombée.

Isolat n® =8
A5 17/3

Recto : vert

Verso : vert pale

Croissance : rapide

Aspect :poudreux

Relief de la colonie : colonie
bombée

Isolat n® =9
S17/3

Recto : colonie de couleur
blanche.

Verso : blanche a centre jaune
Croissance : rapide

Aspect : cotonneux

Relief de la colonie : colonie
bombée.

Isolat n° =10
A617/2

Recto : colonies de couleur
vert herbé

Verso : verte jaunatre.
Croissance : moyenne
Aspect : poudreux

Relief de la colonie : colonie
plat et rond.

3
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Isolat n’ =11
Al 172 (4)

Recto : Blanc a centre noir
Verso : Bege

Croissance :lente

Aspect :laineux

Relief de la colonie :Bombée

Isolat n° =12
A6 20/2

Recto : verts olivier

Verso :Noire

Croissance :Moyenne
Aspect :Poudreux

Relief de la colonie :Bombée

Isolat n® =13
A911/9

Recto :Gris

Verso :Gris

Croissance :Lente

Aspect :Laineux

Relief de la colonie :Plat et
ronde

Isolat n® =14
A1 AS 7/3

Recto : colonie de couleur verte
foncé.

Verso : vert pale

Croissance : rapide

Aspect : poudreux.

Relief de la colonie : colonie
bombée.

Isolat n® =15
Al 14/2(3)

Recto : blanche a centre jaune
Verso : Jaune claire
Croissance : lente

Aspect :laineux

Relief de la colonie :Bombée

Isolat n’ =16
A5sm17/2

Recto : colonie de couleur verte
foncé.

Verso : vert pale

Croissance : rapide

Aspect : poudreux

Relief de la colonie : colonie
bombée.
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3.2. Identification microscopique

L’examen microscopique des cultures fongiques effectué par la méthode de scotch au

grossissement X 40 a permis de déterminer le genre de chaque isolat et méme 1’espéce de

certains. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant :

Tableau 5. Aspects microscopiques des champignons filamenteux isolés.

code des

isolats

Isolats N°=01

A410-3

Caractéres microscopiques

Conidiophore: lisse, hyalin,
trés long.

Conidies: globuleuses, brunes,
souvent disposées en chaines.
Téte aspergillaire: bisérié¢e
radiée, noire .

Aspergillus niger

Isolats N°= 02
A1 11/2(5) sol
mere

Hyphes : septés brunes
Spores : il ya deux types petite

et grande

Aureobasidium sp.

Isolats N°= 03
Al 17/2(3) sol
mere

Non identifié

Isolats N°=04
A617/2 10 -3

Hyphes : septés.
Conidies : sont brunes,
d’aspect ovoide

Bipolaris sp.
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Isolats N°=05
A111/72 (1)
blanc 10-2

Non identifié

Isolats N°=06
A4 24/2 10-2

Conidiophores : fins, dressés a
angle droit

sur thalle végétatif.

Conidies : hyalines, trés fines.

Scedosporium sp.

Isolats N°=07
A319/2 10-3

Hyphes : septés, sont
pigmentés.

La paroi des conidies :
extrémités des cicatrices de
bourgeonnement

Cladosporium cladosporoides

Isolats N°=8
A5 17/3s0l
mere

Fusaruim sp.

Isolats N°79
S17/3

Non identifié
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Isolats N°°10

Conidiophore: court, lisse, et

A6172(1) incolore
Conidies: globuleuse, petites.
Tete aspergillaire: unisérié.
Aspergillus fumigatus

Souche No=

11 Non identifié

Al 172 (4)

Isolats N°°12
A620/2(2)

Conidies: brunes, lisses ,
produites en chaines,
cloisonnées longitudinalement
et transversalement.
Conidiophores: septés, lisses.

Alternaria alternata

Isolats N°°13
A9 11/9

Conidiophore: court, lisse, et
incolore.

Conidies: globuleuse, petites.
Téte aspergillaire: unisérié.

Aspergillus spl.

Isolats N°"14
A1 AS7/3

Hyphes : septés, hyalines.
Phialides : serrées les unes
contre les autres, 1’ensemble
donne une image de pinceau.
Conidies rondes, hyalines.

Penicillium sp1.
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Isolats N°"15
Al 142(3)

Non identifié

Isolats N°°16
A517/2

Hyphes : septés, hyalines.
Phialides : sont serrées les
unes contre les autres

,I’ensemble donne une image

SN depinceau
s, i Conidies : sont rondes

\\1%@% Penicillium sp2.

La majorit¢é de notre isolats sont des mycétes mélanisés appartenant aux genres
Cladosporium, Alternaria, bipolaris, Aspergillus, les mycétes mélanisé€s se caractérisent par
des spores et de mycélium sombre donc ils peuvent tolérer la déshydratation, mieux que les
champignons dont les cellules sont dépourvus de mélanine (Dendouga et al., 2015).

3. 3. Test de tolérance a la salinité

Le repiquage au centre de chaque isolat sur PDA préparé avec deux concentrations de

NaCl (10% et 17.5%) a permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau 6.

Tableau 6. Test de tolérance a la salinité.

Isolats PDA a 10% NaCl PDA a 17.5 % NaCl
A410-3 + +
Al 11/2(5) - -
A1 172(3) - -
A617/2 - -
Al111/2 (1) - -
A4 24/2 + -
A319/2 - -
A517/3 - -
S17/3 +
A617/2 (1) +
Al117/2 (4) +
A6 20/2(2) - -
A911/9 - -
A1 AS7/3 + -
Al 14/2(3) - -
A517/2 + +
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A une concentration de 10% de NaCl, on a remarqué la croissance mycélienne chez 7
isolats, ces résultats permettent de les considérer comme des mycetes halotolérants. A une
concentration de 17.5% de NaCl, on anoté la croissance mycélienne uniquement chez 4
isolats,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 caractére
d’halotolérance ou d’halophilie confirme I’originalit¢ de nos isolats au milieu extréme, et
qu’il s’agit bien des isolats autochtones.

4. Mise en évidence de I’activité enzymatique

4.1. Activité amylolytique

Les résultats obtenus apres 1’ensemencement des déférents isolats sur milieu gélosé a
base d’amidon ont permis la mise en évidence de 1’activité amylolytique, confirmée par
I’apparition d’une zone claire autour de la colonie productrice, dont le diameétre varie de 3 a
10 mm. Ces résultats permettent de considérer ces isolats comme des producteurs d’amylase

exocellulaire (Figure.3 et 4).

~— ‘_’//

Al 11/2(1) A4 24/2

AL 112(5) | A117/2(3)

A319/2 A517/3 A6 17/2(1) Al117/2(4) A6 20/2

A9 11/9 Alas7/3 Al 14/2(3) ASsm 17/2

Figure 3. Mise en évidence de l'activité amylolytique
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Figure 4. Diamétre de la zone d’hydrolyse d’amidon en mm
L’analyse des résultats présentés dans la figure 3 permet de révéler 1’hydrolyse
d’amidon chez la majorité de nos isolats. Des résultats similaires sont trouvés sur des
champignons filamenteux appartenant aux différents genres (Balkan et Ertan, 2007; Mishra et
Dadhich, 2010).
4.2.Activité cellulitique
La recherche de [Dactivité cellulitique extracellulaire dans notre collection de

moisissures isolées a abouti aux résultats présentés dans la figures.

A1112(5) | Al117203)

A4 24/2

A6 20/2

A319/2 A517/3 S17/3

A9 11/9 Alas7/3 Al 14/2(3) AS5sm 17/2

Figure 5.Mise en évidence de l'activitécellulolytique.
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Figure 6. Diamétre de la zone d’hydrolyse CMC en mm

L’analyse des résultats présentés dans la figure 6 permet de révéler I’hydrolyse de
carboxymethylcellulose (CMC) chez la majorité des isolats testés avec pourcentage de
68.75%.Plusieurs especes appartenant au genre Aspergillus (Fujita et al., 2002) et au genre
Penicillium sont décrites comme étant cellulolytiques(Nogawa ef al., 2001).

1. Activité pectinolytique

Les résultats obtenus apres I’ensemencement des déférents isolats ont permis la mise en

évidence de I’activité pectinolytique

A4 107 AL112(5) | A11723) | A6172 Al 11/2(1) A4 242

.

A6 20/2

A3 19/2 A517/3 S17/3

A9 11/9 Alas7/3| Al14/2(3) | A5sm17/2

Figure 7 . Mise en évidence de l'activité pectinolytique
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Figure8. Diameétre de la zone de lyse de pectine en mm

L’analyse des resuitats presentes aans 1a ngure 8 permet ae reveter 1 nyarotyse de substrats
pectinolytique chez la majorité des isolats des champignons filamenteux a 68.75%.
4. Ativité protéolytique
4.1. Caséinase
Les résultats obtenus aprés 1’ensemencement des différents isolats sur milieu gélosé a

30% sont présentés dans les Figures 9 et 10 .

A4107 ALL12(5) | A1172(3) | A6172 | Al11/2(1) A424/2

A3 19/2 A517/3 S 17/3 A6 17/2(1) Al117/2(4) A620/2

A9 11/9 Alas7/3 Al 14/2(3) A5sm 17/2

Figure 9.Mise en évidence de l'activité protéolytique sur GL a 30 %
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Figure 10. Diamétre de la zone de lyse de caséine en mm

Toute colonie entourée par une zone claire (opaque) est considérée comme productrice de

protéase. Ce test a révélé la production de protéase exocellulaire chez 81.25%.

4.2.Gélatinase

Les résultats de 1’ensemencement des différentes souches sur gélose gélatinée résumés

dans Les figures suivantes

A4107

Al 11/2(5)

A1 172(3)

A6 1772

Al 11/2(1)

A4 24/2

A319/2

A517/3

S17/3

A6 17/2(1)

A117/2(4)

A620/2

A9 11/9

Al as7/3

Al 14/2(3)

AS5sm 17/2

Figure 11. Mise en évidence de l'activité de 1’activité protéolytique sur milieu gélatiné
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Figure 12. Diamétre de la zone de lyse de gélatine en mm.
Ces résultats permettent de considérer ces souches comme des moisissures productrices
degélatinase exocellulaire capable de dégrader la gélatine

5. Lipase

Les résultats de 1'ensemencement des différents isolats sur milieu a base d’huile d’olive

2.5% sont présentés dans la figure

Al 172(3) A617/2 | AL11/2(1) | A42472

A4 107

A319/2 A517/3 A6 17/2(1) Al117/2(4) A620/2

A9 11/9 Al as7/3 Al 14/2(3) | A5sm 17/2

Figure 13. Mise en évidence de l'activité lipolytique

Ce teste a révélé la production de lipase chez I’isolatA4appartenant au genre Aspergillus.
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Conclusion

Conclusion

L’objectif principal de la présente étude est d’isoler des champignons filamenteux a
partir de Chott Melghir; choisi comme milieu extréme, ainsi que d’étudier le profil
hydrolytique des isolats obtenus.

L’analyse physicochimique de nos échantillons prélevés du sol environnant Chott
Melghir, a montré que la région d’étude se caractérise par un pH alcalin, un taux de matiére
organique tres faible, une conductivité électrique tres élevée avec taux €levée ion de chlorure,
ces analyses nous confirment qu’il s’agit bien d’un milieu extréme, en particulier par rapport
a la salinité.

L’analyse mycologique a confirmé la conclusion tirée des analyses physicochimiques
avec la pauvreté des échantillons examinés en biomasse fongique, ou parmi neuf échantillons
du sol examinés on a obtenu uniquement 16 isolats de moisissures. D’une autre part, ces
analyses ont montré la dominance des myceétes mélanisés, le genre Aspergillus et Penicillium
dans le sol de Chott Melghir, ce qui permet de conclure que ces mycetes possedent des
stratégies d’adaptation écologique aux conditions environnementales extrémes.

La mise en évidence de la production de cinq hydrolases extracellulaire (protéase,
I’amylase, la cellulase, pectinase,) testée sur milieu solide a montré que tous les isolats
examinés posseédent au moins 1’une des activités testés, avec la dominance de D’activité
protéolytique et amylolytique. Cela nous permet de déduire I’importance de ces deux
hydrolases dans 1’adaptation écologique des champignons filamenteux a la pauvreté des
milieux extrémes en sources nutritives.

Ces résultats ouvrent des nouvelles perspectives pour 1’identification de nos isolats de
moisissures au niveau d’espece par les techniques de biologie moléculaire, ainsi que de tester
leur production en hydrolases en milieu liquide, pour des éventuelles applications

biotechnologiques.
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Annexes

Annexe 01. Analyse physicochimique du sol.
Dosage du carbone et matiere organique.
» Préparation des solutions.

- Solution bichromate de potassium (K,Cr,O7) a 8%: Dissoudre 49.04 g de K,Cr,0O7, séché a
200°C dans 1 L d’eau distillée.

- Solution d’acide sulfurique concentré (H,SO4) a 96%.
- Acide phosphorique (H3PO4) a 86%.

- Indicateur a la diphénylamine: dissoudre 0.5 g dans un mélange de 20 ml d’eau distillée et de
100 ml d’acide sulfurique concentré. Diluer d’abord ’acide sulfurique dans I’eau sous jet

d’eau (réaction exothermique puis y dissoudre I’indicateur).

- Sel de mohr 1 N : dissoudre 278 g de sulfate de fer (F,SO4, 7H,O) dans 800 ml d’eau
distillée dans une fiole jaugée de 1000 ml, ajouter 5 ml de H,SO4 concentré, puis compléter

avec |’eau distillée jusqu'a 1 L.
» Mode opératoire.
- Peser 1 g de sol dans un bécher de 500 ml.
- Ajouter 10 ml de bichromate de potassium (1 N).
- Ajouter 20 ml de 1'acide sulfurique concentré.
- Laisser reposer 30 mn.
- Ajouter 200 ml d'eau distillée.
- Ajouter 10 ml de I'acide phosphorique concentré.
- Ajouter 10 a 15 gouttes de l'indicateur coloré diphénylamine.

- Titrer avec le sulfate de per d'ammonium jusqu'a I'apparition d'un couleur vert.
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Annexe 02.Analyses mycologiques.

Milieu PDA (potato dextrose agar).

Composition de milieu de la culture PDA pH 5.6+ 0,2.

POMMES A€ TOTTE. ... ettt e e 200 g
L 1810 T 20g
N . | PSRRI I5¢g
Bl ..o e 1000 ml
L 31121001103 1 T T P 50ppm
ACIAC JaCHIQUE. ..ottt e e e e e gouttes

Préparation du lactophénol.

ACIAE JaCHIQUE . ..vt it 100ml
PhenOl. ... 100ml
GLYCETOL. . .ot e 100ml
Eau distill€e. .. ... ..o 100ml

Annexe 03. Mise en évidence de I’activité enzymatique

Milieu gélose gélatinée pH 6+ 0,2

GEIALINE ...ttt 2g
N 9¢g
Eau distill€e. .. ... 500ml
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Apres la préparation de 1’agar blanc (agar + eau distillée) et pour la désinfection bactérienne,
50 ppm de gentamycine est ajouté. Apres la stérilisation de ce milieu (une heure dans une
cocotte-minute), 30 ml de lait écrémé (Candia 0% graisse) est ajouté a 70 ml d’agar blanc

pour avoir la concentration de 30%.

Milieu PDA a 1% d’amidon pH 6+ 0,2

Extrait de pOmMME de TEITE .......eecueeiiieiiieeiieiieeie ettt ettt ere e e sebeenbeeseaeenneas 1000ml
ANIAON Lo e e 10g
N . | 20g

% Stérilisation a 110°C pendant 30 minutes.

Milieu CMC-agar pH=5

M . e 20g
EXtrait de LIOVUIC. .. ouiit ittt e et et et e e et e e e 5¢g
N 15¢g
Eau distillé. ... .o e 1000ml.

% Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes

Milieu Pectine-agar pH 7

PRCHING. .ottt e 5g
EXtrait de LOVUIC. ..ot S5¢g
AT e 20g
Eau distille. .. ..o 1000ml

¢ stérilisation a 110°C pendant 30 minutes
Milieu a base d’huile d’olive
Huile d’olIve. . .. e 2.5ml
N 2.2¢g

Bau diStIIIEE. . ..o eeeoeeie e 100ml
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Annexe 04. Indicateurs colorés.
Rouge Congo a 0.1%
ROUEE COM 0. ..t e et e 0.1g

Bau diStille. .. ..ot e 100ml

¢ Dissoudre 0.1g de Rouge Congo dans un petite volume d’eau distillée puis compléter

le volume jusqu’a 100ml.
Acétate de cuivre a 7.5%.
ACCLALE € CUIVIC. ...ttt ettt e e e et 7.5¢g

Bau diStILEe. . .o e e e e 100ml

¢ Dissoudre 7.5 g de I’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis

compléter le volume jusqu’a 100ml.

Eau iodée (Lugol).

076 g
TOdUTE de POLASSTUIM. ...ttt ettt e 2g
Eau distill. .. ... e 100ml

¢ Dissoudre 2g d’iodure de potassium dans un peu d’eau distillée puis ajouter 1g d’iode,
ensuite compléter a 100ml d’eau distillée (ajouter éventuellement un peu d’iode pour

permettre la dissolution totale de 1’iode).

La solution de chloride de mercure.
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Chlorure de sodium de 1 M
Chlorure de SOAIUML. .......uinii e e e e et e e e 5.8¢g

Bau diStIllEe. .. oo eeeieeieie 100ml
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Résumé
Dans le but d’isoler des champignons filamenteux a partir d’un milieu extréme et de tester leur production

en hydrolases, 9 échantillons ont été collecté du sol environnant Chott Melghir. Les analyses physicochimiques

effectuées ont montré que les échantillons examinés sont en moyenne un pH alcalin (de 7 a 8), une conductivité
électrique de 24.4 a 67.2 ms/cm, avec un taux de maticre organique de 0.646%. L’isolement effectué par la
méthode de suspension-dilution sur PDA a permis d’obtenir 16 isolats de champignons filamenteux. Leur
identification morphologique (macroscopique et microscopique) a révélé la dominance des mycétes mélanisés, le
genre Aspergillus et Penicillium. La mise en évidence de I’activité hydrolytique testée sur milieu solide a montré
que chaque isolat posséde au moins I’une des activités testées avec la dominance de [’activité protéolytique

(81.25%, %) et amylolytique (68.75%), I’activité lipolytique n’a présenté que dans un seul isolat du total des

isolats examinés.
Mots clés : champignons filamenteux, hydrolases, milieu extréme, sol, Chott Melghir.

/ Abstract \
In order to isolate filamentous fungi from an extreme medium and to test their production in hydrolases,

soil were collected from the soil surrounding Chott Melghir. The physicochemical analyzes carried out showed

that the samples examined are on average an alkaline pH (7 to 8), an electrical conductivity of 24.4 and 67.2
ms/cm, with an organic matter content of 0.646%. The isolation carried out by the suspension-dilution method
on PDA made it possible to obtain 16 isolates of filamentous fungi. Their morphological identification
(macroscopic and microscopic) revealed the dominance of melanized fungi Aspergillus and Penicillium.
Demonstration of the hydrolytic activity tested on solid medium showed that each isolate has at least one of the

activities tested with the dominance of the proteolytic (81.25%) and amylolytic activity (68.75%), the lipolytic

activity reported that in one isolate of the total isolates examined.
\Key Words: filamentous fungi , hydrolases, extreme environment , soil, Chott Melghir /
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