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Introduction

La pollution du sol est le résultat des activités humaines et des industries lourdes, en
particulier I'industrie pétroliere et I'industrie chimique. Les polluants qui sont principalement
des composés organiques (hydrocarbures, phénols, chlorures, etc.) et des métaux lourds
peuvent étre détecté d’une part par des indicateurs physicochimiques traités par différentes
méthodes de remédiation ; chimique, physique et biologique et d’une autre part par des
indicateurs biologiques. Dans le premier temps, les bactéries étaient les seuls
microorganismes utilisés dans le processus de la bioremédiation, aprés des années les
recherches scientifiques sont orientées vers les champignons filamenteux qui sont plus

avantageux que les bactéries dans ce domaine (Benchouk, 2017).

Le principe de la bioremédiation repose sur la capacité d’un microorganisme a interagir
avec les polluants a base de carbone et a les convertir en substances moins toxiques ou non
toxiques, ainsi qu'a en tirer de I'énergie (Hasan, 2018). Les champignons filamenteux ou les
moisissures sont des microorganismes cosmopolites, ayant un grade potentiel d’adaptation
dans les différents habitats, et méme aux environnements extrémes (haute température, haute
pression, pH acide, etc.), leur adaptation aux conditions environnementales est rendue a leur

patrimoine génétique particulier (Benchouk, 2017).

En effet, les champignons filamenteux sont considérés comme une source importante
pour le développement de nouveaux procédés biotechnologiques impliqués dans le traitement
des polluants, pour cela plusieurs études ont été menées afin de comprendre le mécanisme par
lequel les biomolécules d’origine fongique interviennent dans le processus de la
bioremédiation (Thiebaud-Roux, 1995 ; Eichler, 2001 ; Leghlimi, 2013).

Les champignons du sol possedent des capacités uniques de décomposition des
composants chimiques, qui constituent une source de carbone importante pour ces

microorganismes.

Le présent document, qui représente une synthese des articles scientifiques, dont leur
objectif est I’exploitation des champignons filamenteux isolés des milieux extrémes dans la

bioremédiation est divisé en deux parties principales :

o Partie bibliographie divisée en trois chapitres essentiels, dans le premier chapitre

nous avons présenté quelques notions de base sur les champignons filamenteux
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extrémophiles, tandis que le deuxieme chapitre est consacré aux enzymes intervenant dans la

bioremédiation qui présenté dans le troisieme chapitre.

o Partie expérimentale ; elle méme comporte deux chapitres, ou dans le chapitre
matériel et méthodes on a présenté les différentes méthodes suivies pour I’isolement,
I’identification et la sélection des champignons filamenteux extrémophiles, ainsi que les tests
nécessaires pour la détection des activités enzymatiques intervenant dans la bioremédiation.
Dans le deuxiéme chapitre, qui est résultats et discussion, on a essayé d’analyser et de discuter
les résultats des différents travaux effectués sur ’exploitation des champignons filamenteux

isolés des milieux extrémes dans la bioremédiation.



Premiere partie :

Synthese bibliographique
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Chapitre 1 : Champignons filamenteux

Les champignons sont des organismes eucaryotes qui rentrent sous-regne dikarya, soit
unicellulaires (levuriforme) ou bien pluricellulaire d’aspect filamenteux. Ils sont rencontrés
également sous le nom de mycete qui appartient au royaume des fungi, la paroi cellulaire des
mycetes est composée de glycoprotéines et de polysaccharides, principalement des glucanes
et de chitine (Bowman et Free, 2006 ; Fatima, 2017 ; Bardin, 2020).

Les champignons filamenteux ou les eumycétes (champignon vrai) sont des
microorganismes achlorophylles; se nourrissent par 1’absorption et I’utilisation de la matiére
organique (source de carbone) élaborés par d’autres organismes autotrophes (hétérotrophe)
(Redecker, 2002 ; Fatima, 2017 ; Dufresne, 2018 ; Ajar et al., 2021). Sont des thallophytes
dépourvus d'organes végétatifs évidents : pas de tige, pas de feuilles, pas de racines. L hyphe
polycaryon se développe par I'extension et la ramification de la pointe qui continuent de se
ramifier et de subir une fusion pour former un mycélium interconnecté (Hickey et al., 2002 ;
KACHOUR, 2005).

1.1. Classification

La classification des champignons filamenteux est basée sur la combinaison des
considérations morphologiques, les caracteres phylogénétiques et les méthodes de

reproduction voir la figure 1(Guarro et al., 1999 ; Redecker, 2002).

S ==

a haan

Figure 1. Classification des champignons (Berbee et Taylor, 2001).
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1.2. Développement des champignons filamenteux

L’appareil végétatif des champignons est un thalle composé de ramification
filamenteux, dont I’ensemble de ces hyphes (filaments) constitue le mycélium, ils se
reproduisent grace aux spores, ceux-ci proviennent de la reproduction sexuée (champignons
téleomorphe) ou de la reproduction asexuée (champignons anamorphe), certains champignons
peuvent exister sous les deux formes de reproductions, ils sont appelés des holomorphes
(Calvez, 2009).

Le cycle de vie des champignons filamenteux commence par la germination de spores
dans un environnement humide et riche en nutriments forment les tubes de germination. Ces
derniers se forment et s'‘étendent pour former des cellules filamenteuses multinucléées
appelées hyphes, les nouvelles formes d'hyphes sont reliées les unes aux autres par une fusion
cellulaire appelée anastomose cette croissance d'hyphes et d'anastomose conduit a la
formation d'un réseau complexe de mycélium filamenteux, au fur et a mesure que la pointe de
la racine grandit, le mycélium s‘allonge et se sépare en objets séparés par des partitions
appelées «septums» (Hickey et al., 2002 ; Nguyen, 2007). Ce dernier est un organe qui
envahit l'environnement, ce qui permet aux champignons filamenteux d'explorer
I'environnement pour obtenir ses ressources nutritionnelles lorsque les ressources sont rares
ou que certaines conditions sont remplies, la structure reproductrice va lancer sa
différenciation a partir du mycélium, ceux-ci proviennent de la reproduction sexuée
(plasmogamie, caryogamie et méiose) ou de la reproduction asexuée (Nguyen, 2007 ; Calvez,
2009), les ascomycetes peuvent également former des conidiophores produisant des spores
asexuees et / ou des asques produisant des spores sexuées. De nombreuses especes de
basidiomycétes forment des fructifications macroscopiques, qui sont composées d'hyphes
aériens denses qui peuvent produire des spores sexuelles (Bardin, 2020). Tandis que, certains
n’ont pas de capacité de reproduction sexuée, ils sont classés parmi les Deutéromycetes
(Calvez, 2009).

1.3. Mode de vie des champignons filamenteux

Les champignons utilisent des stratégies dans leur mode de vie en trois grandes
catégories principales allant de la saprophyte, le parasitisme a la symbiose (Querellou et
Guezennec, 2010). La plupart des espéces de champignons filamenteux se nourrissent de

matiére organique morte par la sécrétion des enzymes extracellulaires dans le milieu, il s’agit
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du mode saprophyte, ou ces enzymes servent a la dégradation des molécules résistantes et les
polymeéres (Demirjian et al., 2001 ; Boddy et al., 2007 ; Bardin, 2020).

1.4. Champignons extrémophiles

Les environnements modérés sont importants pour le maintien de la vie. Un
environnement modéré est un environnement dont le pH est proche de la neutralité, une
température comprise entre 20 et 40°C, une pression atmosphérique de 1 ATM et des niveaux
adéquats d'eau, de nutriments et de sels disponibles, on trouve également dans la nature de
nombreux environnements extrémes, tels que les sources acides ou chaudes, les lacs salés
et/ou alcalins, qui sont trop rudes pour que la vie normale puisse exister tout condition
environnementale qui peut étre percue comme dépassant la fourchette normale acceptable est
une condition extréme, une variété de microorganismes cependant, survit et se développe dans
de tels environnements ces organismes, connus sous le nom d'extrémophiles, non seulement
tolerent des conditions extrémes spécifiques, qui développant des diverses stratégies
d’adaptation ces microorganismes sont présenté dans la figure 2 (Demirjian et al., 2001 ;
Satyanarayana et al., 2005 ; Querellou et Guezennec, 2010 ; Ajar et al., 2021).

pH=14
11
Alcaliphiles
9 n =
=
7 -E' Mésophiles
13
g
5 ]
Acidophiles
o -
a id (]

Tem pérature

Figure 2. Terminologie des extrémophiles en fonction de la température et du pH (Querellou
et Guezennec, 2010).
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Chapitre 02 : Enzymes produites par des champignons

extrémophiles

Les champignons ont une panoplie enzymatique extrémement riche qui leur permet de
dégrader une large gamme de substances. Les enzymes sont des protéines ayant une capacité
catalytique spécifique en tant que catalyseurs, ou en augmentant la vitesse d’une réaction sans
subir elles-mémes d’altération permanente, ces enzymes sont exploitées dans plusieurs
domaines industriels et biotechnologiquestels que la décomposition des polluants (Demirjian
etal., 2001 ; Shen et al., 2002 ; Ajar et al., 2021).

2.1. Ligninases produites par des champignons extrémophiles

Les champignons extrémophiles sont considérés comme une source importante de

métabolites stables dans des conditions extrémes, en particulier les enzymes lignolytiques:

2.1.1.  Oxydases

Cest le principal systeme enzymatique de dégradation du polymere ligneux qui
regroupe quatre principaux types d'enzymes et peut dégrader completement la lignine : la
lignine peroxydase (LiP), le manganese peroxydase (MnP), la peroxyde multifonctionnel
Enzyme (VP) et le phénol oxydase ou laccase le mécanisme enzymatique est presenté dans la
figure 3.

2.1.1.1. Phénol oxydase

» Laccase
La laccase (EC 1.10.3.2) est une oxydase de cuivre bleue qui peut catalyser I'oxydation
a un électron des phénols, des amines aromatiques et d'autres substrats riches en électrons,
tout en réduisant I'O2 en H.O, en présence de certains substrats auxiliaires, la laccase peut
également oxyder des substances non phénoliques (Cullen et Kersten, 2004 ; Dashtban et al.,
2010).

2.1.2.  Peroxydases

Le champignon de la pourriture blanche sécrete deux heme peroxydases extracellulaires
(la lignine peroxydase LiP et le magnésium peroxydase MnP) (Tien M et al., 1986). Ce sont
des glycoprotéines glycosylées avec un groupe prosthétique de fer protoporphyrine, qui
peuvent catalyse l'oxydation dépendante de peroxyde d’hydrogeéne (H202) (Glenn et Gold,
1983 ; Tien et Kirk, 1983 ;Wariishi et Gold, 1990 ; Nie et al., 1999).
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» Magnésium peroxydase
Le MnP (EC 1.11.1.13) oxyde préférentiellement le Mn?+ — Mn+, le Mn+ est
stabilisé par d’autres agents tels que l'acide oxalique, lui-méme également excrété par les
champignons, le Mn®+ agit comme un milieu redox hautement réactif. Par conséquent, les
MnP peuvent oxyder et dépolymériser leurs substrats naturels, a savoir la lignine (Van Aken,
et al., 1999 ; Wesenberg et al., 2003 ; Dashtban et al., 2010).
» Lignine peroxydase
Les LiP (EC 1.11.1.14) ayant un r0le dans la degradation de la lignine est oxyde les
fragments traités par le MnP (Kersten, 1985 ; Umezawa et Higuchi, 1987); oxydent les
substrats (transferts des électrons). Contrairement aux autres peroxydes, comme le MnP, le
LiP est capable d'oxyder des substrats aromatiques non-phénoliques et ne nécessite pas la
participation des médiateurs (Wariishi et Gold, 1990 ; Heinfling, et al., 1998 ; Cullen et
Kersten, 2004 ; Dashtban et al., 2010).
» Peroxydase versatile
Un troisieme groupe de peroxydases, les peroxydases versatile (VP), a été récemment
reconnu, qui peut étre considéré comme hybride entre MnP et LiP, capables d'oxyder les
substrats typiques des autres peroxydases (Heinfling et al., 1998 ; Heinfling, et al., 1998 ;
Mester et Field, 1998 ; Dashtban et al., 2010).
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Les laccases couplent la réduction électronique du dioxygéne en deux molécules d'eau avec I'oxydation
d'une grande variété de substrats tels que la lignine (Figure 3, a), conduisent a la formation de radicaux libres qui
agissent comme des substrats intermédiaires pour les enzymes (Figure 3, b), ces médiateurs peuvent quitter le
site enzymatique et réagir avec une large gamme de substrats a fort potentiel d'oxydoréduction. (Figure 3, c).
Finalement, le systéme laccase-médiateur (LMS) est impliqué dans une série de fonctions physiologiques telles

que la lignolyse (Figure 3, d).

Les LiP oxydent les substrats dans des transferts d'électrons et forment des radicaux intermédiaires, tels
que les radicaux phénoliques (Figure 3, e), ces radicaux intermédiaires subissent des réactions non enzymatiques
(Figure 3, )

La MnP catalyse I'oxydation dépendante du peroxyde de Mn (11) en Mn (I11) (Figure 3, h), ensuite libéré
de la surface de I'enzyme en complexe avec I'oxalate ou avec d'autres chélateurs (Figure 3, i). Le complexe Mn

(111) agit comme un médiateur redox réactif de faible poids moléculaire et diffusible (Figure 3, j)

Figure 3. Schéma explicatif de la dégradation du lignine par les champignons de la pourriture
blanche (Dashtban et al., 2010).
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Chapitre 03 : Bioremédiation

Dans le monde entier, il existe plusieurs et différentes stratégies d'assainissement pour
traiter les sols contaminés par les polluants. Trois stratégies sont largement utilisées dans la
dépollution : (i) : fixer ou retenir les substances toxiques dans des espaces clos, (ii) : éliminer
les polluants du sol ou bien (iii) : utiliser la remédiation par des méthodes chimiques,
physiques ou biologiques pour détruire les polluants organiques (Wild et al., 1997 ;
Cummings, 2010 ; Goltapeh et al., 2013).

3.1. Bioremédiation par champignons (mycoremédiation)

La bioremédiation phénomeéne naturel signifie I'utilisation des organismes supérieurs
(vegétaux) ou des microorganismes vivants pour décomposer les polluants environnementaux
ou prévenir la pollution, en d'autres termes, il s'agit d'une technologie permettant d'éliminer
les polluants de l'environnement utilisant des microorganismes autochtones (déja en place
dans le sol) ou allochtones (ajoutes), rétablissant ainsi I'environnement naturel d'origine et
empéchant une nouvelle pollution. (Mougin et al., 1996 ; Mougin et al., 1996 ; Sasikumar et
Papinazath, 2003 ; Shahnawaz et al., 2019).

L’utilisation des champignons a la bioremédiation est désormais bien établie dans tous
les écosystémes et I'un des domaines les plus complexes de I'ingénierie de dépollution, dans
ce domaine il existe deux techniques principales : la biostimulation qui consiste a stimuler
I’activité des microorganismes autochtones et la bioaugmentation par I’introduire des
microorganismes allochtones sélectionnés (Mougin et al., 1996 ; Goltapeh et al., 2013).

Dans le domaine de la mycoremediation en focalise sur les champignons ligninolytiques
tels que le champignon de la pourriture blanche qui ont I’habilit¢ de dégrader une large
gamme des polluants environnementaux par la production des enzymes cellulaire
spécialement les oxydases (Mougin et al., 1996 ; Vidali, 2001 ; Hasan, 2018 ; Baghel et al.,
2020 ; Bhat et al., 2020).

3.2. Techniques de la mycoremédiation

Les champignons impliquent plusieurs stratégies pour la remédiation des sites

contaminés, classiqguement on a trois principales stratégies :



Chapitre 03 Bioremédiation

3.2.1. La biodégradation

Les microorganismes trouvent des sources de carbone et d'énergie dans les polluants qui
leur permettent de se développer, il s’agit de la conversion des polluants en métabolites,
biomasse et dioxyde de carbone (Mougin et al., 1996).

3.2.2. La bioabsorption

Il s'agit d'une procédure basée sur l'absorption des «ions métalliques/contaminants/
xénobiotiques» par biomasse vivante ou seche (Hakeem et al., 2020).

3.2.3. La bio conversion

La conversion des polluants industriels/agro-industriels en d'autres formes bénéfiques

par des enzymes généralement lignolytiques (Hakeem et al., 2020).
3.3. Facteur influencant la mycoremédiation

Les microorganismes n'existent pas nécessairement en nombre suffisant dans les sites
contaminés, il faut donc stimuler le nombre et l'activité enzymatique nécessaires a la
bioremédiation du site. Cela implique généralement l'ajout de nutriments et d'oxygene (la
quantité d'oxygéne disponible détermine si le systéme est aérobie ou anaérobie), d’azote, du
phosphore et du carbone (Vidali, 2001 ; Goltapeh et al., 2013).

La croissance et l'activité des microorganismes sont facilement affectées par le pH
(affectant les réactions redox) (Dostie, 2017 ; Baghel et al., 2020), la température (affecte la
vitesse des réactions biochimiques) et I'eau (pour atteindre le niveau d’humidité optimal), bien
que des microorganismes sont isolés des conditions extrémes, dont la plupart d'entre eux

poussent mieux dans une fourchette étroite (Wild et al., 1997 ; Vidali, 2001).
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Chapitre 04 : Matériel et Methodes

La contribution des champignons filamenteux dans la bioremédiation et la dégradation
des composés organiques a été 1’objectif de plusieurs travaux. Dans le méme cadre on a
effectué la présente étude, qu’il s’agit d’une synthése d’article en vue d'étudier les enzymes
produites par ces microorganismes et qui sont impliquées dans la dégradation de la lignine,

considéré comme 1'un des composés majeurs des rejets d’origine végétale.
4.1. Méthode de travaille

4.1.1. Analyse du sol

Le sol représente un habitat treés riche en champignons filamenteux, d’ou son choix
comme source d’isolement. Les analyses physicochimiques qui doivent tre réalisées sont :
les mesures de pH, la conductivité électrique, la teneur en matiére organique.

Le pH des échantillons du sol estmesuré par le pH-métre, la teneur en humidité est
déterminé en calculant la différence de poids entre I'échantillon de sol frais et I'echantillon de
sol séché pendant la nuit au four (méthode gravimétrique). Utilisez un salinomeétre pour
mesurer la salinité du sol, la matiére organique et le carbone organique total, I'azote total (Ali
et al., 2013).

4.1.2. Isolement des champignons filamenteux extrémophiles

La meilleure méthode pour I’isolement des champignons filamenteux extrémophiles a
partir du sol est la méthode de suspension-dilution (Davet et Rouxel, 2000) présentée dans la
figure 4, ou dans les conditions extrémes les microorganismes se trouvent sous forme de
spores. Le milieu utilisé est le PDA additionné de 15 % de NaCl. Aprés 7 jours d’incubation a
35°C, les colonies apparues peuvent étre purifiées par la méthode monospore (Ali et al.,
2013).

4.1.3. ldentification et sélection des champignons filamenteux halophiles

Selon l'observation microscopique et 1’aspect macroscopique le genre est facilement
déterminé. Une caractérisation morphologique, physiologique, biochimique approfondie et
moléculaire par des amorces générales (amplification de la région ITS) et méme parfois
spécifiques sont nécessaires pour I’identification de 1’espece. En vérifiant et en comparant la

croissance des colonies, les champignons halophiles peuvent étre distingués des champignons
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halotolérants par leur tolérance au sel, dont les halotolérants peuvent croitre dans un milieu
nutritif en absence de sel (Ali et al., 2013).

1:10 1:100 1:1000

Figure 4. Schéma montrant une série de dilutions et étalement sur boites de Pétri (PDA)
(LUbeck et Libeck, 2018).

4.1.4. Criblage fongique pour la détection des activites ligninolytiques
4.1.4.1. Test de décoloration des colorants

Au cours du protocole de criblage réalisé par Batista-Garcia et al. (2017) ; Noman et al.
(2020), du MEA additionné de 50 mg/L de Bleu brillant remazol R (RBBR) a été utilisé
comme milieu pour déterminer la production de laccase des champignons testés. Le RBBR est
connu pour étre fortement decoloré par les champignons producteurs de laccase (Lac).
L’inoculation du milieu est réalisée par des disques de 5 mm d’une préculture du champignon
a tester. La culture est se fait a la température optimale de croissance du champignon a tester
pendant 20 jours. Les boites de Pétri observées quotidiennement pour déterminertoute

décoloration.
4.1.4.2. Test de I'acide gallique

Dans le travail de Batista-Garcia et al. (2017) utilisant du MEA additionné de 5 g/L
d'acide gallique comme milieu, pour mesurer la capacité des champignonsa produire des
enzymes ligninolytiques. L’inoculation du milieu est réalisée par des disques de 5 mm d’une
préculture du champignon a tester. La culture est se fait a la température optimale de
croissance du champignon a tester pendant 20 jours. Les boites de Pétri observées

quotidiennement pour surveiller la production de couleur brune due a l'oxydation de I'acide
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gallique. L'activité enzymatique des champignons lignolytiques oxyde l'acide gallique pour

former une forme de quinone de couleur brune dans le milieu solide.
4.1.4.3. Test au gaiacol

La MEA additionnée de 0,2% de gaiacol est utilisé également comme une méthode de
criblage déterminant la production de laccase et peroxydases par les champignons. Apres
I’inoculation des milieux par le champignon a tester, les cultures sont incubées a température
optimale de croissance pendant 20 jours. Les boites de Pétri observées quotidiennement pour
observer le brun rougeatre di a l'oxydation du gaiacol. Inoculer des cultures fongiques en
MEA sans RBBR, acide gallique et gaiacol qui ont été utilisées comme témoins dans tous les
tests ci-dessus. Trois réplicas de chaque culture sont réalisés dans chaque expérience (Batista-
Garcia et al., 2017).

4.1.5. Production et purification des enzymes

La production de Lac et Per en milieu liquide minéral alcalin réalisé par la présence
d’un substrat cette opération ce faite dans un erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml de milieu
minéral alcalin qui selectionné pour stimuler la production d'enzymes de decomposition de la
lignine, et un substrat est ajouté comme source de carbone pour stimuler la dégradation de la
lignine. La culture a été incubée pendant 12 jours a son niveau de croissance optimal. Un
échantillon sans substrat a servi de contrdle pour la croissance fongique. Le surnageant de
culture a été séparé des mycéliums par filtration sur papier Whatman. A l'aide d'un aspirateur
(Batista-Garcia et al., 2017 ; Noman et al., 2020).
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Chapitre 05 : résultats et discussion
5.1. Analyse des sols

Les résultats des analyses du sol effectuées par Ali et al. (2013) sont résumés dans le

tableau 1.

Tableau 1. Résultats d'analyses d’échantillon du sol (Ali et al., 2013).

Analyse des H Salinité Teneur en Teneur en Carbone Matiere
parametres P (a/l) humidité (%) | azote (%) | organique (%) | organique (%)
Résultat 7.4 13.11 27,16 0.108 0.39 0.67
51.1. pH

L’activit¢ des ions d'hydrogéne du systéme hydrique du sol exprime l'acidité¢ et
I'alcalinité du sol. Dans cette étude la valeur du pH a montré que les échantillons de sol sont
légerement alcalins. Selon le travail réalise par Doran et Smith. (1996) ; Gostincar et al.
(2011) les environnements hyper salins sont soumis a I'évaporation. Leur composition saline
est similaire a celle de I'eau de mer : le sodium et le chlorure sont les ions dominants, et le pH
est presque neutre ou légérement alcalin (figure 5). Suite au phénoméne d’'évaporation,
certains changements se produisent dans la composition ionique en raison de la précipitation

de minéraux apres I'évaporation, donc la solubilité des minéraux diminue (Zaiad, 2010).

Acide 6.6 < Neutre [6,6-7.3] Base 7.3>

Figure 5. Intervalle de pH (Lee et Hwang, 2002).
5.1.2. L’humidité

La méthode gravimétrique reste le seul moyen direct de mesurer I'humidité du sol
(Reynolds, 1970), selon I’intervalle présenté dans la figure 6 la teneur en humidité du sol était
élevée car le processus de précipitation était en cours pour la production de sel (Gunde-

Cimerman et al., 2000).
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Faible 2.4-9.9 % > Modérée 10-15,2%> Elevée 15.3-21.9 %

Figure 6. Intervalle de la teneur d’humidité (%) (El-Said et Saleem, 2008).
5.1.3. Salinité

La salinité du sol est un paramétre trés important déterminant d’une part si 1’habitat
choisi pour I’isolement représente vraiment un milieu extréme (échantillons du sol), et d’une
autre part pour la création d’un milieu de culture (in vitro) proche au milieu naturel la salinité
du sol dans la référence était élevee, mais se situait dans la fourchette (Gunde-Cimerman et
al., 2000).

5.1.4. Carbone organiques

Les sols contiennent divers composés organiques a divers degrés de décomposition, la
plupart des étres vivants dans les sols dépendent de la matiere organique et d’autres molécules
pour leurs nutriments et leur énergie (Wagh et al., 2013).

Les resultats présentés dans le tableau 1 que la teneur en azote, le carbone organique
total et la matiére organique se sont avéres inferieurs. Cette diminution progressive traduite
par une relation réciproque avec l'augmentation de l'age des décharges de sol et la faible

présence de la microflore du sol (Ghose, 2004).

5.2. Isolement des champignons filamenteux extrémophiles

Pour l'isolement des champignons filamenteux, la premiere étape consiste a choisir
1'habitat du microorganisme d’intérét. Les milieux extrémes offrent la possibilité d’isolement

des souches microbiennes bactériennes ou fongiques extrémophiles.

Tableau 2. Présentation des conditions utilisées pour I’isolement des champignons
extrémophiles.

Milieu extréme Condition Référence
Milieu chaud 50°C (Lamrani et al., 2006)
Milieu saline 15 % de NaCl (Alietal., 2013)
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Dans le travail de Lamrani et al. (2006), il a été rapporté que la température
d’incubation de 50°C est idéale pour I’isolement des champignons filamenteux thermophiles

et thermotolerants, ce résultat est confirmé par la caractérisation physiologique.

Le travail publié par Ali et al. (2013) a présenté la méthode d’isolement des
champignons filamenteux halophiles en utilisant le milieu sélectif PDA additionné de 15% de
NaCl. La concentration de NaCL est déterminée en fonction de la salinité du sol. Selon ces
résultats on peut conclure que les souches peuvent croitre dans des milieux salins a
hypersalins, ce qui refléte leur tolérance a la salinité, ce qui permet de les classer comme

souches halophiles et halotolérantes.

5.3. ldentification des champignons

L’identification des champignons repose sur des critéres macroscopiques,

microscopiques et moléculaires apres leur isolement, sur des milieux de culture spécifiques.

5.3.1. Identification préliminaire

L’identification réalisée par Lamrani et al. (2006) utilisant différentes clés et par
comparaison avec les souches répertorieces a permisla détermination du genre et
I’identification préliminaire de I’espéce. Les souches sont ensemencées sur MEA et incubées
pendant sept jours. La distinction morphologique doive étre réalisées a deux températures
(30°C et a 37°C) afin de pouvoir exploiter les clés d'identification qui fait appel aux caractéres
culturaux (la vitesse apicale, la texture, I'épaisseur, la couleur du thalle et les odeurs des
colonies) et les caractéres morphologiques de la souche a étudier par 1’observation
microscopique. Un résume d’une synthése bibliographique est présenté dans le tableau ci-
dessous.

Tableau 3. Identification macro/microscopique des champignons filamenteux extrémophiles
présenté dans le travail de (Lamrani et al., 2006).

Identification

Genre Identification microscopique

Identification

macroscopique

Thalles d'aspect La présence de filament hyalin ramifié avec un
poudreux. diametre constant.
La surface de la Les filaments mycéliens septé chevelus et

16




Chapitre 05

Résultats et discussion

Aspergillus fumigatus

colonie se colore
en vert foncé puis

en gris vert foncé.

vésiculeux.

Les conidies globuleuses.

Thalle hyalin puis | Caractéres communs :
Humicolala | virant au gris a Hyphes septé et courtes.
nuginosa brun - noir. Ces spores ou conidies solitaires globuleuses a
subglobuleuses.
Humicol . . .
umicofa Humicolalanuginosa est caractérisée par des
Humicolagr conidies globuleuses, noires, a paroi épaisse et
isea verrugueuse.
Humicolagrisea présente des conidies plus
grosses.
Couleur brun pale | Filaments mycéliens septées.
. . .. |abrun jaune. Des conidiophores de 30 290 umsur 3a 7.
Pcecilomycesvariotii
Certaines phialides sont solitaires.
Des ramifications en verticilles irrégulieres.
Dans le milieu Caractérisé par des ramifications vers le haut.
Rhizopus PDA, présente un | Sporocystes multispores, globuleux, noirs

thalle de couleur

blanc puis gris

La vitesse de la croissance apicale est

extrémement rapide surtout sur PDA a 45°C.

Lamrani et al. (2006) a réalisé un test pour distinguer les champignons thermophiles et

thermotolérants par I’incubation des différentes souches de champignons filamenteux

obtenues a six températures différentes. Les résultats de la méme référence sont résumés dans

la figure 7.
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1 Lacroissance apicale (mm.h?)
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0.8
0.7
0.6
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0.1
0 T°
19°C 25°C 35°C 45°C 55°C 60°C

e Aspergillus fumigatus == Humicolalanuginosa Humicolagrisea

e Poecilomycesvariotii === Rhizopusmiehei

Les résultats montrent que les souches de I’espéce Aspergillus fumigatus sont classées comme étant des
champignons thermotolérants. Les especes Humicola lanuginosa, Humicola grisea, Pecilomyces variotii,

Rhizopus miehei sont des champignons thermophiles.

Figure 7. Représentation de la croissance apicale de différentes espéces en fonction de la
température (Lamrani et al., 2006).

Les micro-organismes thermophiles et thermotolérants sont devenus une source
naturelle d'enzymes thermostables d'importance industrielle (Boonlue et al., 2003). En outre,
les enzymes thermostables sont généralement plus résistantes aux dénaturants chimiques, a

une alcalinité élevée et a une acidité extréme (Hildén et al., 2009).
5.3.2. Identification moléculaire

D’apres (Verscheure et Lognay, 2002) les méthodes moléculaires sont beaucoup plus
fiables que les méthodes traditionnelles ou autrement I’identification systématique. Les
méthodes moléculaires permettent la distinction du polymorphisme des champignons
filamenteux a différents niveaux (comparaison entre les genres, les especes, les souches

etc....).

Selon Ali et al. (2013) I’analyse moléculaire des champignons extrémophiles isolés
utilisant le kit NucleoSpin® Plant Il a permis de déterminer ’espéce. Il a été rapporté dans la
méme référence que la méthode suivie est le protocole standard pour I’extraction d'ADN

fongique fourni avec le kit. L'ADN extrait et amplifié par PCR en utilisant des amorces

18



Chapitre 05 Résultats et discussion

universelles (amplification de 1’espaceur interne ITS) est par la suite séquencé. Les espéces et
les souches ont été identifiées et I'outil NCBI BLAST a été utilisé pour obtenir une similarité
entre les séquences supérieures a 97% (tableau 4).

Tableau 4. Résultats de I’identification des espéces étudiés a 1'aide de I'outil d'analyse
BLAST du NCBI (Ali et al., 2013).

Codes Espéce Souche Numéro Analyse moléculaire
d’accession | des séquences ITS 1-4
01 H Aspergillus flavus Souche 6830 HQ693703 100%
02H Aspergillus gracilis Isolat NRRL 4962 EF652045 100%
03H Aspergillus penicillioides(1) | Souche ATCC 16910 | AY373862 99%
04H Aspergillus penicillioides(2) | Souche SCSGAF0031 | JN850993 99%
05H Aspergillus restrictus Souche ATCC 16912 | AY373864 97%

Pour la sélection des champignons filamenteux halophiles ou halotolérants, un test de
tolérance de chaque isolat dans un milieu salin a été réalisé (Tresner et Hayes, 1971). Les
champignons isolés ont été incubes dans des milieux PDB a différentes concentration en NaCl
5, 10, 15, 20 et 25 %.
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La figure 8 montre que les deux souches d'Aspergillus penicillioides ont produit le maximum de poids
dans toutes ces variations de salinité étudiées, suivies par Aspergillus flavus a montré la plus faible croissance en

termes de poids sec.

Figure 8. Test d'halo tolérance résultats basés sur le poids final en (mg) apres 15 jours de
croissance de la masse des champignons en fonction de la concentration en sel [5-25 %] (Le
pH et la température ont été maintenus constants) (Ali et al., 2013)

La figure 8 montre que les deux souches d'Aspergillus penicillioides ont produit le
maximum de poids dans toutes ces variations de salinité étudiées, suivies par Aspergillus
flavus a montré la plus faible croissance en termes de poids sec. Dans cette étude toutes les
especes étudiées a I'exception d’Aspergillus flavus, ont été capables de se développer in vitro
dans un milieu contenant 5 % de NaCl (p/v). A. gracilis et A. restrictus n’ont pas pu a se
développer que dans un milieu contenant au maximum 15 % de NaCl (p/v). Ces résultats
nous permettent de constater que la plupart des espéces se développent bien dans un milieu
contenant 10 et 15 % de NaCl. Les niveaux de sel de 20 et 25 % NaCl ont diminué la
croissance de toutes les souches fongiques examinées. Les souches A.penicillioides 1 et 2
présentent une fréquence de tolérance saline élevée que les autres souches (Figure 8) (Ali et
al., 2013).

5.4. Détection des activités ligninolytiques

Les basidiomycétes ont été largement étudiés pour leur capacité a produire deux

enzymes de la classe d’oxydase ; la laccase et la peroxydase. Ces enzymes produites par les
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champignons et surtout les basidiomycetes sont utilisées dans une large gamme de conditions
environnementales et sur des substrats de nature chimique différente. Les études effectuées
sur les zygomycetes et les ascomycetes sont beaucoup moins intéressante que celles

effectuées sur les basidiomycetes (Batista-Garcia et al., 2017).

Dans le travail (Batista-Garcia et al., 2017) la détection des enzymes ligninases est
réalisée dans un milieu solide par différents tests (décoloration du RBBR, réactions a l'acide
gallique et au gaiacol). Dans la méme référence, 1’auteur a signalé que les espéces trouvées et
considérées comme ligninolytiqgues ont été déja signalées dans des travaux précédents
utilisant le méme test de détection. Les résultats de cette étude sont résumés dans le tableau 5.

Tableau 5. Tests de RBBR, réaction au gaiacol et a I'acide gallique pour chaque isolat
(Batista-Garcia et al., 2017).

Classe des Croissance dans différents milieux ligninolytiques
champignons Especes
filamenteux L . .
RBBR (A) Réaction a I'acide Gaiacol (C)
gallique (B)
Zygomycéte Cunninghamella elegans - -
ATCC 36112 5-7 jours
Pseudogymnoascus sp. DB -
Ascomycete TS12 15 jours
Aspergillus caesiellus H1 - -
15 jours
Tramates hirsuta IBB 450 YB 3-5 jours
Basidiomycete 3 Jours
Tramates hirsuta MTCC YE -
1171 8-15 jours

e (A) Temps pour décolorer le plat complet.
e (B) Les colonnes de réaction a I'acide gallique indiquent : DB, brun foncé ; YB, brun jaunétre ;
et YE, jaune de la forme quinone brune.

e (C) Gaiacol pour former une couleur brun rougeétre.

Selon les travaux de Hasanin et al. (2019) il a été constaté que l'activité des enzymes

décomposant la lignine produites par Aspergillus flavus EGYPTAS differe selon le milieu.
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Lorsque la souche était cultivée dans le milieu PDA sans lignine pendant 10 jours, les
résultats montrent que les activités des enzymes testées ont augmenté jusqu'a 6 ou 7 jours
d’incubation puis commengaient a diminuer. Cette découverte indique que méme en absence
de lignine, les enzymes de décomposition de la lignine peuvent étre sécrétées mais a une

concentration trés faible y compris Aspergillus flavus.

Les tests RBBR et de 1’acide gallique ont été utilisés pour déterminer le potentiel du
champignon a produire de la laccase. Toutes les souches testées ont été capables de décolorer
le RBBR (Tableau 5). Ces résultats révelent que la décoloration du RBBR suggére seulement
la présence de Lac, autrement il est considéré comme un test qualitatif. Des études menées par
Vyas et Molitoris. (1995) ont montré l'implication des enzymes ligninolytiques dans la
décoloration du RBBR, et qui pourrait jouer un réle important dans la degradation des
composes a base de cycles aromatiques, tels que la lignine et d'autres composés. Cependant, il
ny a pas toujours une forte corrélation entre la décoloration du RBBR et la
tolérance/dégradation de la lignine.

Le test de l'acide gallique a été réalisé pour confirmer la sécrétion de phénol oxydases
(Lac) et les peroxydases (LiP et MnP) par ces champignons (Yanto et Tachibana, 2013), avec
les résultats montrés dans le (tableau 5) dont une souche d’ascomycétes et les deux
basidiomyceétes étant positives la réaction observée donne des différentes couleurs (brun, brun
foncé, brun jaunatre). L'apparition d'une couleur brune dans la gélose a deja éteé fortement
correlée avec la capacité des champignons a se développer corrélée avec la capacité des
champignons a oxyder l'acide gallique par des enzymes ligninolytiques (Shleev et al., 2004).
Les résultats précédemment publiés par Lee et al. (2014) ont permis de conclureque les

réactions positives au RBBR et a I'acide gallique ne sont pas toujours en corrélation.

Lors du criblage des champignons sur le gaiacol, seulement 25 % des souches ont
généré la forme colorée brun rougeétre (tableau 5), ce qui indique lI'oxydation du gaiacol par

certaines souches considérées comme ligninolytiques.

Les résultats obtenus selon la méme référence montrent que les champignons
filamenteux sont capables de produire des enzymes extracellulaires (laccase et la peroxydase)
qui ont un caractére spécifique d’oxydation de certaines molécules phénoliques et non

phénoliques.

22



Chapitre 05 Résultats et discussion

5.5. Production et purification des enzymes

9.5.1. Laccase

Les résultats des travaux effectués par Batista-Garciaet al. (2017) ont montré que la
production de ligninases est observée chez tous les champignons étudiés (tableau 5). La
souche T. hirsuta IBB 450 a l'activité la plus élevée, tandis que T. hirsuta MTCC1171 a
’activité la plus faible. Ces données montrent clairement que différentes souches de la méme
espece et différentes espéces du méme genre ont des niveaux différents de Dactivité

d'enzymes de décomposition de la lignine.

Cette étude soutient également l'opinion largement répandu, selon laquelle les
champignons isolés d'environnements extrémes peuvent présenter une activite enzymatique
avec un potentiel biotechnologique important dans différents domaines (Batista-Garcia et al.,
2017).

5.5.2. Peroxydase

En ce qui concerne l'activité de peroxydase, des travaux récents ont montré qu’il n'a pas
été possible de détecter du LiP dans aucune des souches testées par contre chez A. caesiellus

elle est détecté une activité moyenne de peroxydase (Biache et al., 2015).

Pour les enzymes de décomposition de la lignine, les souches et les espéces qui n'ont pas
été prises en compte peuvent éventuellement conduire a une meilleure production d'enzymes
de décomposition de la lignine et a une activité Lac ou MnP pouvant avoir les caractéristiques
souhaitées, telles qu'un potentiel redox plus éleve, des substrats plus larges (Batista-Garciaet
al., 2017).
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Conclusion

La présente étude est une synthese des articles scientifiques (a cause de la pandémie de
Covid-19), dont leur objectif est la capacité ligninolytique des champignons filamenteux

extrémophiles.

Au cours de ce travail, basé sur une analyse des résultats de 21 recherches
biotechnologiques traitant la décomposition fongique de la lignine, on a pu constater que les
champignons de la pourriture blanche sont les plus efficaces dans la dégradation de la lignine
sous I’action des enzymes oxydatives extracellulaires. En effet, ces microorganismes jouent
un role essentiel dans le cycle global du carbone dont, ils utilisent la lignine comme source de
carbone et d'énergie.

L’analyse des résultats des différentes études nous a permis de déduire que les
champignons filamenteux présentent une grande capacité d’adaptation aux environnements

extrémes.

Concernant la partie enzymatique, 1’analyse des études effectuées sur le criblage des
champignons et la détection de l'activité dégradante de lignine nous ont permis de constater
que la sécretion des ligninases augmente significativement en présence de lignine. En effet, en
présence de lignine les champignons filamenteux sécretent certaines enzymes dans leur milieu
pour la dépolymérisation de ce composé et son utilisation comme source de carbone et
d’énergie.

On a constaté également que les laccases et les peroxydases sont les molécules
responsables de ces réactions biochimiques, dont le potentiel de ces enzymes differe d’une

espece a une autre.
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Résumé

Les champignons du sol sont des agents puissants dans la bioremédiation en raison de leur capacité a
décomposer différents types de polluants environnementaux. Cette particularité est liée a leur panoplie
enzymatique extrémement riche. La présente étude basée sur I’analyse des travaux scientifiques, dont leur
objectif est la biodégradation enzymatique de la lignine par les champignons filamenteux extrémophiles. Les
différents travaux montrent que les isolats obtenus peuvent étre identifiés par la combinaison des différents
critéres macroscopiques, microscopiques, et 1’analyse moléculaire des séquences ITS. La détection des
ligninases se réalise par des tests qualitatifs révélant I'oxydation des substrats de lignine, le test de décoloration,
test de I’acide gallique, et le test gaiacol. La purification des ligninases secrétés dans le milieu de culture peuvent
étre effectué par une technique de filtration. Les observations macroscopiques et microscopiques des isolats
fongiques ont permis la mise en évidence de plusieurs espéces dans les sols étudiés dans les différents travaux,
et les résultats de I’analyse moléculaire ont permis de distinguer plusieurs souches. Les résultats des trois tests
enzymatiques effectués, montre 1’oxydation enzymatique de la lignine. Ces résultats indiquent que les
champignons de la pourriture blanche sont capables de décomposer la lignine et les enzymes impliqués dans ce
processus sont des oxydases et des peroxydases.

Les mots clés : Champignons de pourriture blanche, bioremédiation, ligninases, lignine, le sol

Abstract

Soil fungi are potent agents in bioremediation because of their ability to decompose different types of
environmental pollutants. This characteristic is related to their extremely rich enzymatic panoply. The present
study based on the analysis of scientific works, whose aim is the enzymatic biodegradation of lignin by
extremophilic filamentous fungi. The different works show that the isolates obtained can be identified by the
combination of different macroscopic and microscopic criteria, and the molecular analysis of ITS sequences. The
detection of ligninase is done by qualitative tests revealing the oxidation of lignin substrates, the decoloration
test, gallic acid test, and guaiacol test. The purification of ligninases secreted in the culture medium can be
performed by a filtration technique. The macroscopic and microscopic observations of the fungal isolates allowed
the identification of several species in the soils studied in the different works, and the results of the molecular
analysis allowed to distinguish several strains. The results of the three enzymatic tests carried out, show the
enzymatic oxidation of the lignin. The results of the analyzed works indicate that white rot fungi are able to
decompose lignin and the enzymes involved in this process are oxidases and peroxidases.

Key words: White rot fungi, bioremediation, ligninases, lignin, soil.




