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Introduction

Les champignons filamenteux extremophiles ont la capacité de prospérer méme dans des
environnements extrémes, caractérisés par des conditions de vie inhabituelles telles que des
températures et une salinité élevées, ainsi qu'un pH trés acide ou trés alcalin. Ces facteurs
écologiques spécifiques des milieux extrémes offrent une opportunité importante pour
développer de nouveaux procédés biotechnologiques (Bhat, 2000 ; Peciulyte, 2007). En outre,
les champignons filamenteux possédent la capacité de produire une variété de substances
complexes d'une grande valeur économique, notamment des acides organiques, des antibiotiques

et des enzymes (Vierling, 2008).

Les champignons filamenteux extrémophiles produisent des enzymes connues sous le nom
d'extremoenzymes, qui présentent une diversit¢ de propriétés et de spécificités. Ces
caractéristiques reflétent leur utilisation croissante dans différents domaines d'application, tels
que l'industrie alimentaire, les détergents a lessive, l'industrie du cuir et ['industrie
pharmaceutique. Parmi les enzymes les plus importantes a 1'échelle industrielle, on retrouve
celles de la famille des hydrolases, telles que I'a-amylase, la cellulase, la pectinase, la protéase et

la lipase (Little, 2004).

Pour répondre aux besoins industriels en enzymes, en particulier les enzymes
extrémophiles, le sol est considéré comme I'habitat le plus diversifié en micro-organismes (De
Gannes et William, 2015). En effet, le sol offre un environnement propice a la croissance
fongique, ou les micro-organismes représentent la majeure partie de la biomasse de cet

¢cosysteme (Calvet, 2000).

Le présent document, qui représente une synthése bibliographique sur des travaux
scientifiques, dont leurobjectif est la valorisation biotechnologique des champignons filamenteux

isolés des milieux extrémes Algériens est divisé en deux parties principales :

Partie bibliographie divisée en deux chapitres essentiels, dans le premier chapitre est consacré
aux environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles ,tandis que le
deuxiéme chapitre est consacré aux applications biotechnologiques des champignons

filamenteux.

Partie expérimentale ; elle méme comporte deux chapitres, ou dans le chapitre matériel et
méthodes on a présenté les meilleures méthodes suivies pour 1’isolement,l’identification et la
sélection des champignons filamenteux extrémophiles,Dans le deuxiéme chapitre résultats et

discussion on a essayé¢ d’analyser et de discuterles résultats des différents travaux consultés .
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Chapitre 01 : Environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles

1.1. Environnements extrémes et les extrémophiles

1.1.1. Environnement extréme

Afin de pouvoir définir des environnements extrémes, il faut d’abord définir ce que sont
les environnements non extrémes ou normaux. A cette fin, un consensus général établit les
facteurs physiques et chimiques les plus importants dans I’environnement normal. Ces facteurs
se rapprochent d'une température de 4 a 50°C, d'un pH de 5 a 8,5 et d'une salinité entre I'eau
douce et I'eau de mer. Loin de l'environnement normal, la diversité des especes diminue et la
pression environnementale augmente. Les facteurs de stress environnementaux s'ajoutent
souvent, I'augmentation d'un facteur augmentant la sensibilité des micro-organismes a d'autres

facteurs (Kristjansson et Hreggvidsson, 1995).

1.1.2. Extrémophiles

Les micro-organismes extrémophiles sont ceux qui prosperent dans des environnements ou
la plupart des autres formes de vie périraient. Contrairement a la simple résistance aux conditions
extrémes, l'extrémophilie implique une adaptation compléte de la machinerie cellulaire a ces
conditions, permettant ainsi aux cellules de fonctionner de maniére optimale dans ces

environnements hostiles(Querellou et Guezennec, 2010).

1.2.3. Les caractéristiques physicochimiques d’un milieu extréme
Les conditions physico-chimiques exercent une influence directe sur la croissance et

I'évolution de la microflore a l'intérieur d'un écosystéme spécifique, comme est indiqué dans le

tableau 01 selon Boutalba (1997).
Tableau 1: Parametres Physico-chimiques des plus importants biotopes extrémes

(Boutalba, 1997).

Habitats Température (°C) pH Salinité(%W/V)
Source géothermales  >60 >7 <6

Sols alcalins et >50 >8 <6

sources carbonatées

Lac du soda <50 >9 >10

Lac Hypersalin <50 5a8 >10
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Chapitre 01 : Environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles

1.2. Champignons filamenteux

1.2.1.Généralités
Les champignons sont des micro-organismes eucaryotes qui sont classé€s en trois groupes
parrapport a leurs importances industrielles : les champignons filamenteux, les levures et les

champignons supérieurs (BROCK et coll., 1994c).

Les champignons filamenteux sont caractérisés par une structure mycélienne. Leur appareil
végétatif (thalle) est constitué par des filaments ramifiés, les hyphes. Leur organisation est
coenocytique, a l'intérieur de la structure filamenteuse, entourée d'une paroi rigide, se trouve une
masse cytoplasmique multi-nuclée mobile, sans cloisonnement en unités cellulaires. Chez de
nombreux champignons, il existe des cloisons transversales a intervalles réguliers dans les
hyphes, mais, en fait, ces cloisons sont percées d'un pore central permettant la libre circulation
du cytoplasme et des noyaux. Néanmoins, on dit qu'ils ont un mycélium « cloisonné

»(BOCQUET, 1993).

Les champignons se reproduisent par germination des spores. Les spores mires
sontlibérées des appareils sporiferes et disséminées dans la nature, essentiellement par le vent.
Unespore germe et émet un filament (hyphe) qui croit, s'allonge par l'extrémité apicale et se
ramifiepour donner un nouveau mycélium. Les champignons ont aussi la possibilité de se
propager parbouturage. Un simple fragment de mycélium est capable de se développer et de
former unecolonie.ll peut exister deux types de reproduction, asexuée et sexuée
(ALEXOPOULOS et coll.,1996a). Les spores asexuées naissent des corps fructiféres et elles
peuvent étre endogenes(a 1'intérieurd'unsporange) ou exogenes (conidies). Les spores sexuées

naissent de la divisionméiotiqued'unzygote, suivie d'une ou plusieurs divisions mitotiques.

Sporange

e e T e

{proygametange zygote

zygospore

Figure 1. Structures typiques des Mucorales. a) Organisation générale. b) Reproduction

sexuée. c¢) Structures type Rhizopus (ALEXOPOULOS et coll., 1996a).
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Chapitre 01 : Environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles

1.2.2. Morphologie et structure des champignons filamenteux
La cellule d'un champignon comprend les organites typiques d'une cellule eucaryote, tels que le
noyau, les mitochondries, le réticulum endoplasmique, I'appareil de Golgi, les ribosomes et la

paroi cellulaire (Rebbouh, 2016).

Le corps ou thalle d'une moisissure se compose de deux parties principales : le mycélium et les
spores. Le mycélium est formé de plusieurs filaments appelés hyphes. Chaque hyphe, mesurant
généralement de 5 & 10 pm de diameétre, contient un cytoplasme commun (Ait Abdelouahab,
2001). Dans la plupart des moisissures, les hyphes sont divisés par des cloisons, ce qui les rend
segmentés et on les appelle alors des hyphes segmentés Dans certaines classes de champignons,
les hyphes ne sont pas divisés par des cloisons et présentent l'aspect de longues cellules

continues contenant plusieurs noyaux. Ces hyphes sont appelés coénocytes (Tortoraet al.,2003).

Figure2. Structure d'un hyphe et son développement vers la formation d'un mycélium
(Chabasse et al., 2002)
1.2.3. Classification des champignons filamenteux

La classification des moisissures repose sur des caractéristiques morphologiques, telles que

l'aspect des hyphes(Castegnaro et Pfohl, 2002), ainsi que sur des caractéristiques physiologiques,

comme le mode de reproduction. Sur cette base, on distingue quatre classes principales : les

Zygomycetes, les Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromycetes (Marie et al., 2002).

Zygomycétes : Les Zygomycetes sont des moisissures caractérisées par des hyphes

cénocytiques, c'est-a-dire non segmentés. Ils sont également connus sous le nom de myceétes a
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Chapitre 01 : Environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles

conjugaison. Leur reproduction sexuée aboutit a la formation de zygospores (Leyral et Vierling,

2007).

Ascomycétes : Aussi appelés mycetes a sac, les Ascomycetes regroupent les moisissures
caractérisées par des hyphes segmentés. Leur caractéristique distinctive est la présence d'ascus,
une structure en sac dans laquelle les spores méiotiques (sexuées), appelées ascospores, se

forment (Raven et al., 2003).

Basidiomycétes : Les Basidiomyceétes, aussi appelés myceétes a massue ou champignons a
chapeau, se caractérisent par des hyphes segmentés et la formation de basides, structures

impliquées dans la reproduction sexuée (Prescott et al., 2003).

Deutéromycétes : Communément appelés mycetes imparfaits, les Deutéromycetes sont
des Ascomycetes ou Basidiomycetes qui ont perdu la partie sexuée de leur cycle biologique

(Perry et al., 2004).

1.2.4. Modes de reproductions des champignons filamenteux
La multiplication ou la reproduction des moisissures se réalise sous forme de spores selon

deux mécanismes : sexué et asexué (Gansen et Alexandre, 2004).

1.2.4.1. Reproduction sexuée
La reproduction sexuée des moisissures implique la formation de gameétes ou de spores a la

suite d'une méiose (Sterullu, 1991). Selon (Tortora et al., 2007), elle se déroule en trois phases :
a- Plasmogamie : Cette phase consiste en la fusion des protoplasmes.
b- Caryogamie : Les noyaux, préalablement fusionnés, forment le noyau diploide d'un zygote.

c- Méiose : Le noyau diploide subit une méiose, donnant ainsi naissance a des noyaux haploides,

qui sont les spores sexuées.
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Chapitre 01 : Environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles

1.2.4.2. Reproduction asexuée
Les spores constituent le mode de reproduction asexué le plus courant chez les
champignons. Elles sont produites soit dans des sporanges, soit a partir de cellules d'hyphes

appelées cellules conidiogenes (Raven et al., 2000).

ﬁ;s 5‘*\
\

Sporangiospores 9 (%@ CD Sporang—xospores
I B

Zygos pora_n Eilam
,&M%@-
szygosporang11xm

Plasrnogary

Somatic hy-p

Progam eta np_—.a

Figure 3. Cycles de reproduction sexué et asexué¢ de Rhizopus stolonifer

(ALEXOPOULOS et coll.1996)

1.2.5. Conditions de croissance

1.2.5.1. Facteurs physicochimiques

La température : La température joue un rdle crucial dans la croissance du mycélium,
ainsi que dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989). La plupart des
champignons sont mésophiles et se développent dans une plage de température allant de 5 a
40°C (Delarras, 2008). Cependant, certains sont psychrophiles et peuvent survivre a des
températures inférieures a 5°C, tandis que d'autres sont thermotolérants ou thermophiles et

peuvent croitre a des températures dépassant S0°C (Nicklin et al., 2000).

L'humidité : L'humidité¢ influence la croissance du mycélium, la sporulation et la
germination des spores (Leyral et Vierling, 2007). La plupart des moisissures préférent une
humidité relative élevée, comprise entre 0,80 et 0,95, voire méme une saturation a 25°C.
Cependant, quelques especes, appelées xérophiles, peuvent croitre dans des conditions

d'humidité relativement faible (Aw < 0,75) (Guiraud, 2003).

Le pH : Les champignons filamenteux connaissent une croissance optimale dans des
environnements avec un pH compris entre 4 et 6,5, bien qu'ils puissent tolérer des pH tres acides

ou alcalins (Delarras, 2008).
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Chapitre 01 : Environnements extrémes et les champignons filamenteux extrémophiles

La lumiére : Les radiations du spectre visible (380 — 720 nm) n'ont généralement pas d'effet sur

la croissance végétative des champignons, mais peuvent influencer la sporulation (Botton et al.,

1999).

Aération : La disponibilité en oxygene est un facteur crucial pour le développement des
moisissures (Botton et al., 1999). La plupart sont aérobies, bien que certaines puissent méme

tolérer des conditions d'anaérobiose strictes (Madigan et Martinko, 2007).

1.2.5.2. Les besoins nutritifs
Carbone : Les moisissures utilisent une variété¢ de sucres comme sources de carbone et
d'énergie, parmi lesquels le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le maltose, le

saccharose, I'amidon et la cellulose sont les plus courants (Nicklin et al., 2000).

Azote : Les moisissures utilisent principalement les nitrates, les sels ammoniacaux et les
acides aminés comme sources d'azote (Leyral et Vierling, 2007). Aucune moisissure n'est

capable de fixer 1'azote atmosphérique (Devet, 1997).

Eléments minéraux : Les ions minéraux et les métaux présents dans le milieu de culture
sont essentiels a la croissance et a la reproduction de nombreuses especes fongiques. Ces
¢léments comprennent principalement le sulfate, le magnésium, le potassium, le sodium et le

phosphore, avec des concentrations variables selon 1'espéce (Uchicoba et al., 2001).

Eau : L'eau joue un rdle crucial pour les champignons en assurant la diffusion des
substances nutritives dans les cellules, la libération des enzymes extracellulaires et le maintien
du cytoplasme. L'humidité relative (HR) optimale pour la croissance fongique est généralement

de l'ordre de 70 % (Nasraoui, 2006).

Vitamines : Diverses vitamines sont également indispensables a la croissance des
champignons, en particulier la thiamine et la biotine, qui agissent comme coenzymes lors des

processus de carboxylation (Botton et al., 1990).

1.2.6. Les champignons extrémophiles
Méme si toute maticre organique peut servir de substrat de croissance pour les moisissures,
les conditions idéales de croissance peuvent varier d'une espece a l'autre. Chacune posseéde un

degré différent d'adaptation a son environnement (Halewyn et al., 2002).

1.2.6.1. Champignons thermophiles
Un champignon est considéré thermophile lorsque les températures limites de sa

croissance sont situées entre 20°C et plus de 50°C. Un champignon est considéré thermotolérant
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lorsque sa température maximale de croissance se situe aux environs de 50°C et qu'il se

développe également a des températures inférieures a 20°C (COONEY et EMERSON, 1964).

Le premier champignon thermophile (Mucor pusillus)a été décrit en 1886 par LINDT(en
COONEY et EMERSON, 1964). En 1899, Humicola Ilanuginosaa ¢été rependriez
parTSIKLINSKAYA (En EMERSON, 1968). Jusqu'aux années 1950, uniquement cinq souches
avaient été décrites. En 1964, grace aux études réalisées par COONEY et EMERSON, une

quinzaine de souches thermophiles ont été parfaitement bien identifiées. Plus tard,
CRISAN (1973) a décrit une trentaine de souches thermophiles et thermotolérantes. A nos jours,
la découverte de nouveaux champignons thermophiles n'a pas avancé et il existe seulement trente

champignons thermophiles décrits (INGOLD et HUDSON, 1993).

1.2.6.2. Champignons halophiles

Les champignons halophiles sont définis comme ceux capables de croitre plus rapidement
sur des milieux contenant du NaCl que sur ceux contenant du glucose ou du fructose, et ce, a des
activités en eau (4w) comprises entre 0,80 et 0,90, et a des températures de 20°C, 30°C, 34°C et

37°C. Ils peuvent étre classés en fonction de leur besoin en sel (Pitt et Hocking, 2009).

1.2.6.3.Champignonsalcalophiles
Les alcalophiles sont des micro-organismes qui se développent de maniére optimale a un

pH supérieur a 9,0, souvent avec un pH optimal autour de 10, tout en montrant peu ou pas de

croissance pres des valeurs de pH neutres (Horikoshi, 1999). Une diversité de micro-organismes

peut croitre a un pH de 10,5 (Martins et al., 2001).

1.2.6.4.Champignonsacidophiles

Les acidophiles sont des micro-organismes qui se développent de maniere optimale a un
pH de 2 (Morozkina et al.,2010). Ces micro-organismes oxydent le soufre ¢lémentaire (dans les
zones volcaniques) ou les minéraux sulfurés (en drainage) pour obtenir de 1'énergie, créant ainsi

des milieux acides extrémes (Rohwerder et Sand, 2007).

1.2.6.5. Champignons xérophiles

selon Pitt (1975), Les champignons xérophiles, sont capables de croitre a des activités en
eau (Aw) inférieures a 0,85. Griffin (1981) a subdivisé ce groupe en xérophiles ayant un
optimum de croissance a une activité en eau Aw inférieure a 0,96, et en xérotolérants avec un

optimum de croissance a des (Aw) comprises entre 1,00 et 0,96 (Boutalba,1997).
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2.1.Applications biotechnologique des champignons extrémophiles

Ces dernieres années les études portant sur les Archaeas et les Bacteries ; ont amené les
chercheurs a s’intéresser aux propriétés de microorganismes pouvant se développer dans des
conditions extrémes de pH, de température et de salinité. Outre 1’aspect fondamental présenté par
ces microorganismes, le désir d’améliorer la connaissance de I’évolution dans les conditions
extrémes ainsi que la recherche de potentialités biotechnologiques. Ces microorganismes sont
exploités soit pour leur capacité a produire des métabolites (polymeres et autre) et des enzymes
intéressants en biocatalyse (hydrolase) soit pour leur pouvoir a dégrader des composés
difficilement métabolisables par la majorité des microorganismes « normaux ». Leur action peut

se faire :
v" Sur des effluents riches en matiére organique.
v" Sur des déchets minéraux riches en fer et/ou en soufre.

v’ Sur des gisements miniers.

2.1.1 Enzymes

La biocatalyse industrielle a trouvé dans les microorganismes halophiles une source
d’enzymes ayant de nouvelles propriétés. Au fil des années, différentes enzymes produites par
des microorganismes halophiles et halotolérants isolés des sols salés, ont été décrites et un
certain nombre de nouvelles possibilités pour les procédésindustriels. (Ventosa et al., 1998) Les
enzymes halophiles qui sont généralement de type hydrolase sont actives et stables a des
concentrations de sel ¢levées et plusieurs d’entre elles sont thermotolérantes et alcalophile et sont
dites polyextremophiles (Moreno et al., 2009). Ces propriétés rendraient des enzymes halophiles
attrayantes pour différentes applications biotechnologiques puis qu’elles seraient capables de
catalyser des réactions dans des conditions difficiles spécifiques a de nombreux processus

industriels. Les enzymes les plus recherchées sont :

Les amylases : ce sont des enzymes qui hydrolysent les molécules en dextrineset
progressivement en petits polymeres composés d’unités de glucose .Ces enzymes constituent une
classe d’enzymes industrielles, qui a, elle seule forme 25% des enzymes du marché couvrant
plusieurs processus industriels tels que les industries du sucre ; de textile, de papier et de produits

pharmaceutiques (Moreno et al.,2009).

Les protéases :Les protéase microbiennes sont intensivement étudiées et largement

appliquéesdans les processus industriels. Elles sont généralement employées comme additifs de
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37 détergents, dans la transformation des produitsalimentaires, dans 1’industrie pharmaceutique,

du cuir et dans la transformation des déchets (Moreno et al.,2009).

Les lipases :Cesont  ungroupe  d’enzymes  d’importance  biotechnologique.
Ellesontbeaucoup d’application dans les industries alimentaires, pharmaceutiqueset dans la
fabrication de détergents. Quelques genres bactériens lipase producteurs importants incluent

Bacillus, Pseudomonas, Salinivibrio etStaphylococcus (Moreno et al.,2009).

Les cellulases :Cesont principalement appliquées dans D’industrie detextile
(AyganetArikan, 2008). L’intérét porté aux cellulases est augmenté également avec laproduction
du bioéthanol. Ces enzymes sont employées pour hydrolyser lesmatériaux cellulosiques
préalablement traités en vue d’obtenir des sucresfermentescibles .Habituellement, les cellulases
halophiles et halotolérantesdérivent des Bacillus sp (Aygan et Arikan, 2008), et de Salinivibrio
sp. Cesenzymes ont été¢ rapportées comme ¢€tant thermostables, halostables etalcalostables et

idéales pour de nombreuses applications industrielles (Morenoet al. ,2009).

2.1.2. Alternative aux pesticides

L’utilisation de certains microorganismes non pathogénes en tant quebiopesticides est une
technologie émergente, écologiquement compatible etconsidérée comme une alternative
prometteuse aux pesticides chimiques (dessynthése) La lutte biologique par I’utilisation des
microorganismes pourcombattre les maladies dues aux organismes phytopathogénes offre
unealternative intéressante aux produits chimiques causant la pollution des solsayant des effets
néfastes sur la santé. Ainsi, ’efficacité des champignonhalophiles modérées isolées des sols
salins sur I’inhibition de plusieurschampignons comme Fusarium sambucinum et Botrytis
cinerea.a ¢té rapportée.Ces champignons halophiles ont ¢été assignées aux genres Bacillus,

Halomonas.planococcus, Salinicoccus et Halovibrio (Zhao et al., 2003).

2.1.3.Production d'hydrogéne

De plus en plus, on s'intéresse a l'utilisation des sources d'énergie renouvelables pour
répondre aux besoins énergétiques croissants a l'échelle mondiale. La fermentation anaérobie
produit divers composés tels que I'éthanol, le méthane et 1'hydrogéne. La recherche sur la
production biologique d'hydrogéne est devenue particulierement attractive en raison de son
potentiel en tant que source d'énergie propre. Cette méthode de production d'hydrogeéne dépend
de I'approvisionnement en substrats organiques et pourrait étre optimisée pour €tre couplée a un

processus de traitement des déchets organiques (Antranikian, 2008).
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La contribution des champignons filamenteux dans la production de plusieurs types des
enzymes et des composés organiques est 1’objectif de plusieurs travaux. Dans la méme optique,
le présent travail est effectué, qu’il s’agit d’une synthese d’article suivantes la production des

enzymes par les champignons filamenteux extrémophiles. Les articles utilisés dans la présente

étude sont :

Jaouani et al., 2014 , Dendouga et Belhamra., 2022, Khallef et al., 2018 , Boughachicheet
al., 2005, Chamekh et al ., 2019, Ali et al., 2012, Meddich et al., 2015. Dendouga et al., 2015,
Saroj et al., 2018, Lamrani et al., 2006, Verscheure et Lognay., 2002, Liu et al., 2000, Javadi et
al., 2012, Marques et al., 2018, Raja et al., 2017.

3.1. Echantillonnage

L’isolement des champignons a partir des milieux salins a fait 1’objet de nombreuses
¢tudes, a titre d’exemple la Russie, la Mer Morte, la France, la Namibie, le Portugal, la
Slovénie,’Espagne et de la République dominicaine (Cantrell et al., 2006). Cependant, en
Algérie desétu des similaires restent encore modestes, malgré celles effectuées par Hacéne et
al.(2004) sur ladiversité microbienne du lac salé¢ d’El Goléa (El Meniaa) et celle de Boutaiba et
al. (2011) sur lesdeux lacs salés ;Sidi Ameur et Himalatt de Boussaada. Outre ces deux lacs,
I’Algérie recele ungrand nombre des milieux salins comprenant : Chott Merouane, Melghir,
Hamraia, Eddar,Tighdidine et Tindla (Bensaci et al., 2013; Demnati et al., 2012; Houhamdi et
al., 2008). Malgréque les deux premiers chotts sont désignés dans la liste des zones humides
d’importanceinternationale de Ramsar et considérés comme les plus grands lacs salés d’Algérie,
peu d’étudeont été consacrées a ces chotts a I’exception des travaux de Houhamdi et al. (2008);
Samraoui et al. (2010) in Demnati et al., (2012), bien que ces travaux portent sur la biodiversité

faunistique, lecoté champignon n’a fait 1’objet d’aucune étude.

Dendouga et Belhamra, (2022)ont publié le premier travail sur la diversité et 1’abondance
des champignons filamenteux dans trois lacs salés, a savoir; chott Merouane, Melghir et
chottTighdidine situés dans le nord-est du Sahara Algérien. Selon cette référence, des
¢chantillons de sol (200 g) ont été prélevés en octobre 2014 a partir de cinq points différents
autour de chaque lacsal¢ a une profondeur de 10 a 30 cm. Cinqg centimétres de sol de la surface
du sol ont été d’abordenlevés pour éviter les contaminations. Les échantillons de sol collectés ont

été transportés aulaboratoire et stockés a 4°C pendant au maximum 48 heures.
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Khallef et al. (2018) ont publié un travail sur Oum Eraneb et A.El Beida qu’est une zone humide
située a environ 7 km au nord-est de la ville d’Ouargla, 1’eau et les sédiments ont été
échantillonnés. Selon [D’accessibilité, les sebkhas ont été divisées en 4 sites .Des

d'échantillonnage

ont ¢té organisées au printemps 2013, des échantillons d'eau de 200 ml ont été collectés de

quelques centimetres sous la surface.

Des échantillons de sédiments ont été également ramassés de la surface en plusieurs étapes dans

chaque site, puis étiquetés et transportés au laboratoire.

Selon le travailde Boughachicheet al. (2005),les prélévements ont été réalisés a partir de
trois sites différents de la Sebkha de Ain Mlila,située dans le nord-est de 1'Algérie (006° 34'E,
036°02'N), durant le mois de février, dans des conditions d’asepsie rigoureuse. Six échantillons
(250 ml par échantillon) d’eau sont prélevés a partir de deux tables carrées différentes de la
Sebkha (15m x 15 m) a raison de trois échantillons par table et sont récupérés dans des flacons
en verre stériles. Pour le prélévement de sol, une quantité de 100g de terre est prélevée jusqu’a
10 cm de profondeur aprés avoir écarté les trois premiers centimétres de sol, puis déposée a
I’aide d’une spatule stérile sur une feuille d'aluminium stérile, aprés un premier tri €cartant les
pierres, 1'échantillon (50g) est récupéré dans un flacon stérile. Ce dernier prélévement a été

effectué a partir du sol environnant la Sebkha dépourvue de végétation
3.2. Analyse du sol

Les analyses physico-chimiques requises pour I’isolement des microorganismes
comprennent généralement la mesure du pH, de la conductivité électrique et du taux de la
matiere organique, la majorité des références consultées dans la présente étude ont suivi la méme
méthode pour chaque paramétre. Le pH du sol se mesure a l'aide d'un pH-metre, la salinité du
solest mesuré¢ a l'aide d'un conductimetre, on peut convertir la valeur de la conductivité
¢lectrique (CE) en salinité. La matiére organique et le carbone organique total se mesurent par la

méthode de titrage au dichromate.
3.3. Isolement des champignons filamenteux extrémophiles

Toutes les références consultées ont fait 1’isolement des champignons filamenteuxsur
Potato Dextrose Agar (PDA) contenant on non du NaCl.Pour I’isolement des champignons
filamenteux halophiles,10% de NaCl est ajouté. Un antibiotique est additionné au milieu avant
ou apres la stérilisation pour I’inhibition de la croissance bactérienne, généralement50 mg/L

dechloramphénicol. La méthode suivie est la méthode de suspension-dilution, considérée
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commelameilleure méthode d’isolement des champignons filamenteux a partir du sol,comme est
présenté dans la figure 4. Cette méthode est particulierement applicable aux sols désertiques,ou
dans les conditions extrémes les champignons se trouvent sous forme de spores ().(Boukhatem et
Djerourou, 2019 ;;Dendouga et Belhamra,2022). . L’incubation a lieu a une température
convenable pour la croissance des champignons filamenteux (30 a 40°C) et sontobservées

quotidiennement.
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Figure 4.Isolement des champignons par la méthode de suspension dilution (Boukhatem et

Djerourou, 2019).

3.4. Identification des champignons filamenteux

3.4.1.1dentification macroscopique et microscopique

Selon toutes les références consultées, notre synthése pour la présente partie est la suivante : En
effet, aprés [D’isolement d’un microorganisme, son identification est une ¢étape
primordiale.L.’étude des caractéres culturaux et morphologiques des souches isolées peut se
réaliser en utilisant différentes clés d’identification et en les comparant a des souches
deréférence.On se basant sur la comparaison des clés d’identification avec les critéres
morphologiques examinés, on peut déterminer le genre du champignon facilement, eton peut

méme ou au moins rapprocher a

I’espece. La base des critéres macroscopiques est I’examende la des colonies pour déterminersi
leur croissance est lente ou rapide, leur topographie plate, en tas, pliée de manicreréguliereou
irréguliere.. ., leur texture ( est levure, poudreuse ou granuleuse), la pigmentation de la surfaceet

de I'inverse. Bien que,les critéres microscopiques se basent sur I’observation des hyphes,des
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macro conidies/desmicro conidies,des chlamydospores et autres structures fongiques
particuliéressont nécessaires a examiner en utilisant des milieuxappropriés, des cultures sur lame

et les clés d’identification les plus récentes (Raja et al.,2017).

3.4.2.1dentification moléculaire

3.4.2.1. Extrait d’ADN et amplification par PCR

Lorsque les caractéristiques morphologiques sontinsuffisantes pour identifier un
champignon, on utiliseles techniques physiologiques et biochimiques.Cependant, pour des
champignons filamenteux peu différenciés tels que Penicillium, Aspergillusou Alternaria, ces

méthodes sont laborieuses, longues etquelquefois incomplétes (Andersen et Thrane, 1996

;Frisvad et al, 1998 ; Guarro et al., 1999).

Le protocole d’extraction d’ADN et d’amplification est générale, la premicre étape est
I’extraction du génome des champignons a partir d’une culture gélosée ou liquideagée de 4 jours
aune semaine, a I’aide du kit spécifiques tels que DNeasy Plant Mini. Deux amorces universelles
ITS1 et ITS4 sont utilisées pour ’identification d’ADN génomique des champignons. Ces
primers sont utilisés pour accroitre I’ampleur du spacer interne transcrit ribosomal (ITS). Les
produits de PCR purifient en utilisant le kit de purification rapide QIA (Bao et al.,
2012L'identification de certains champignons nécessitent des amorces spécifiques, c’est le cas de
F. culmorum, dontson identification a été confirmée par I’amplification de son ADN par des

amorces .

3.5.Criblage des champignons pour la production des enzymes hydrolytiques

extracellulaires

Le dépistage des champignons hémicellulolytiques (cellulase et xylanase) a été¢ effectué¢ par

culture de champignons dans des microtubes (2 ml) contenant 1,1 ml de milieu liquide spécifique

pour stimuler la production d’enzymes. On a incubé les tubes pendant huit jours a une
température de 45°C en agitation (120 tr/min). Par la suite, on a centrifugé les tubes a une vitesse
de 3000 tr/min pendant 10 minutes, puis on a récupéré le surnageant pour 1’extraction
enzymatique. Par la suite, 50 pl des extraits ont été incorporés dans des cylindres
enplastiquestérilisés et placés en boit pétri contenant un milieu spécifique pour chaque enzyme.
Les plaques ont été conservées pendant 24 heures a une température de 45°C dans I’obscurité(

Tassio Brito de Oliveiraet al., 2016).

Selon Kasana et al., 2008 ; Strauss et al., 2001, la production de cellulase et de xylanase est
induite par des milieux de culture. la visualisation des résultats se fait par I’apparition la
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formation d’un halotransparent)Les boites Pétri individuelles ont été utilisées pour le dépistage
de la polygalacturonase produite par des champignons isolés de lacs(Mckay, 1988 ; Souza et

al.,2006)Un halo autour de la colonie fongique témoigne d’un résultat positif.

La production d'enzymes a ¢été évaluée sur milieu solide. Pour visualiser l'activité
enzymatique, un substrat spécifique de chaque enzyme a été ajouté au milieu de culture en tant
que source de carbone. Apres inoculation et incubation des cultures pendant 2 a 5 jours, selon le
taux de croissance des souches, l'apparition d'un halo clair ou d'une précipitation autour du thalle

indique la production d'enzymes (Chamekh et al .,2019).

L'activité d’amylase a été évaluée sur milieu de gélose nutritive supplémenté de 2 g.L-1
d'amidon soluble. Aprés incubation, les cultures ont ¢été inondées d'une solution d'iode.

L'apparition d'une zone claire autour du thalle révélant la présence d'amylase

Selon Abe et al. (2015) etKasana et al. (2005), l'activité cellulosiquea été testée sur un
milieu minéral supplémenté de 1% de cellulose (7,0 g.L-1 KH,POs, 2,0 g.L' K;HPO4, 0,1 g.L"!
MgS04-7H20, 1,0 gL' (NH4)2S04, 0,6 gL' dextrait de levure, 10 gL' de cellulose
microcristalline et 15 g.L"! d'agar) (. A la fin de la période d'incubation, la température est
augmentée a 50°C pendant 16 heures pour accélérer l'action de I'enzyme(Montenecourt et
Eveleigh,1977).Les cultures ont été¢ ensuite inondées avec 5 ml d'iode et rincées avec de I'eau

distillée pour visualiser la zone d'hydrolyse.

L'activité protéolytique été détectée sur milieu gélosé au lait contenant 30% de lait écrémé et 2%
d'agar. Apres incubation, la dégradation de la caséine a été révéléepar une zone claire autour du

thalle (Sarath et al.,1989).

L'activité lipolytique été déterminée sur un milieu de culture contenant du tween 80
comme substrat lipidique, la composition du milieu est la suivante :10 g.L!' de peptone, 5 g.L"!
de NaCl, 0,1 g.L"! de CaCl,-2H,0, 17 g.L"! d'agar et 10 mL.L"' de tween 80). Le tween 80 a été
stérilisé séparément puis ajouté au milieu stérile. Apres incubation, les cultures ont été placées a
4°C pendant 12 heures pour mieux visualiser l'apparition d'une précipitation opaque autour du

thalle (Hankin,1975).

Pour chaque enzyme, 1'activité a été évaluée par un indice enzymatique (EI) ou EI = R/r (R
¢tant le diametre du halo et r le diameétre du thalle). Les souches ayant un EI égal ou supérieur a

2 sont considérées comme de bons producteurs de 1'enzyme étudiée..
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4.1. Analyse physicochimiques de sols

Les résultats des analyses physicochimiques de sol prélevé de Ban Laem (13°13'14.61" N,
99°58'32.92" E), dans la province de Phetchaburi, pres de la partie centrale de la Thailande sont
présentés dans le tableau 02. La région est réputée pour ses systemes de production de sel de
mer, et de nombreux marais salants solaires artificiels sont présents dans la zone. Il n'y a pas de
plantes supérieures preés des marais salants, mais de nombreuses espéces de mangroves sont
présentes dans les zones voisines. Le climat de la région peut étre catégorisé en une période de
pluie (mai - novembre) et une période seche (décembre-avril). La pluviométrie moyenne totale
pendant les périodes pluvieuse et séche est d'environ 950 mm et 85 mm respectivement. La
température moyenne tout au long de l'année ne change pas beaucoup, avec une température
minimale et maximale moyenne d'environ 24 et 32 °C respectivement. La production de sel a

travers les marais salants solaires artificiels est réalisée pendant la saison séche (Aliet al., 2012).

Tableau2. Les résultats d'analyses du sol (Aliet al.,2012).

Paramétres physicochimiques Résultats
Ph 7.4

Salinité 13.11 %

Humidité 27.16 %

Azote 0.108 %

Carbone organique total 0.39 %

Matiere organique 0.67 %

Le travail de Meddich et al. (2015) est d’étudier les sols salins de Nord-Est de Marrakech
afin de valoriser leurs ressources microbiennes telluriques notamment les CMAautochtones de
cette zone. Il s’agira d’une part d’étudier les parameétres physico-chimiques de ces sols dégradés
et d’autre part d’évaluer leur potentiel mycorhizogéne afin de sélectionner des isolats
mycorhiziens performants de la palmeraie Nord-Est de Marrakech. Les résultats des analyses

physicochimiques des sols sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Dans a publication de Boughachicheet al. (2005)dont leur travail estle pH est proche de
celle de (Aliet al.,2012)

Selon Dendouga et al. (2015), qu’ont isolé 327 colonies de champignons filamenteux a partir du
sol entourant trois lacs salés dans le sud-est Algérien (Chott Merouane, Melghir et Chott
Teghdidine), les parameétresphysicochimiques du sol examinésvarient considérablement selon les
sites. Le sol dans la zone étudiée est légerement alcalin a alcalin, avec un pH maximal et

minimal a Chott Merouane et Tighdidine, respectivement (7.63 et 9.00).

Selon Aliet al. (2012), le pH du sol nature. De méme, les recherches menées par Meddiche
et al. (2017) ainsi que Boughachicheet al. (2005) indiquent que le pH du sol est 1égérement
alcalin dans les régions étudiées, ce qui se traduit par une concentration €levée d'ions hydrogene.
Sous des conditions alcalines, la solubilit¢ des minéraux diminue, ce qui peut entrainer des
carences en nutriments.Selon Sommers et al., 1981, le pH du sol pour tous les échantillons

examings était supérieur a 6 et en général, le pH du sol se situe entre 5 et 9.().

La composition du sol, notamment la teneur en minéraux, matiére organique, argiles, etc.
influence grandement son pH initial. Les sols riches en bases (calcium, magnésium, potassium)

auront tendance a avoir un pH plus élevé, tandis que les sols acides contiendront plus d'ions H+.

On peut dire aussi que les intrants (engrais, amendements, etc.) peuvent augmenter ou
diminuer le pH selon leur nature. Le lessivage et le drainage peuvent entrainer une perte de

bases, faisant baisser le pH.

Ce qui concerne I’humidité ; Lee et Hwang (2002), mentionne que la méthode
gravimétrique est considérée comme la meilleure technique pour mesurer 'humidité du sol.

Selon leurs critéres, 'humidité du sol est catégorisée comme suit :
- Faible lorsque le pourcentage d'humidité se situe entre 2,0% et 9,0%.
- Modérée lorsque le pourcentage d'humidité est compris entre 9,1% et 13,0%.
- Elevée lorsque le pourcentage d'humidité est compris entre 13,1% et 20,0%.

Meddich et al.(2015),constate que Le sol étudié présente une faible humidité (<11%) alors
une humidité modérée ; Ali et al.(2012), dans leur recherche indique que la teneur en humidité

des échantillons de sol est élevée selon I’intervalle du Lee et Hwang (2002).
Le sol étudié présente une faible humidité (<11%),

La texture du sol, telle que la proportion de sable, argile et limon, influence la capacité¢ du
sol a retenir l'eau. Les sols riches en argile ont une capacité plus élevée a retenir I'eau que les sols
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riches en sable.La composition chimique du sol, notamment la teneur en matieéres organiques et
minérales, affecte la capacité du sol a retenir 1'eau. Les sols riches en matiéres organiques ont

une capacité plus élevée a retenir I'eau que les sols pauvres en maticres organiques.

Les précipitations, 1'évapotranspiration, la température et 1'ensoleillement sont des facteurs
climatiques déterminants pour 1'humidité du sol.Les variations saisonniéres ou régionales de ces

parametres se répercutent sur le contenu en eau des différents sols.

La salinité¢ est un ¢élément clé dans l'identification d'un milieu ou habitat comme étant
extréme, ce qui facilite 1'isolement de micro-organismes spécifiques. Le tableau 4 présente les

différentes classes de salinité du sol en fonction de la conductivité électrique (CE).

Selon les résultats du Dendouga et al.(2015), le sol des Chotts Merouane et Melghir est
extréme par rapport au taux de salinité, tandis que ce de Chott Tighdidine a la valeur la plus

basse (14,41 ms/cm). Chott Tighdidine a été classé comme le moins salé.

Les zones arides ou semi-arides recoivent peu de pluie, ce qui limite le lessivage des sels
accumulés dans le sol. En revanche, dans les zones humides, les précipitations abondantes
peuvent lessiver les sels, réduisant ainsi la salinit¢ du sol. Les sols situés dans les bassins
versants ou les dépressions peuvent accumuler des sels transportés par 1'eau de ruissellement. Les
sols bien drainés sur les pentes ou les hauteurs ont tendance a avoir une salinité plus faible en

raison du lessivage.

Tableau 4.Lasalinité de sol en fonction de leur conductivité électrique (Gueye, 2013).

Qualité du sol Extrait 1/5 (ms/cm)
Non salin <0.5
Légerement salin 0.5-1
Salin 1-2
Tres sale 2-4
Extrémement salin >4
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Les échantillons des sols étudiés dans les travauxd’Ali et al.(2012) et Khallef et al.(2018)
sont fortement extrémement salins selon la classification de Gueye (2013) présentée dans le

tableau précédent.

4.1.1. Matiére organique

Selon les résultats du Dendouga et al.(2015),la teneur en carbone organique et en azote
total les plus élevéessont notées dans le sol de a Chott Merouane (vous mettezles valeurs).
Cependant,les trois sites sont trés pauvres par rapport a leurs teneurs en ces deuxéléments. Le sol
dans les zones étudiées est caractérisé par une dominance des ions de sodium et de
chlorure,Suivis par les ions de magnésium et de potassium & Chott Merouane et Melghir. A

Chott Tighdidine, la concentration en calcium dépasse celle du potassium et du magnésium.

Selon Meddich et al. (2015), il a été constaté que le sol est fortement salin en raison du
dessechement des sols et des taux élevés d'évaporation dans cette région, ce qui entraine
'accumulation de sels a la surface du sol. Au contraire duBronicka et al. (2007) qui ont travaillé
sur le sol du centre-ouest de la Nouvelle-Galles du Sud Australieont noté que les conditions du
sol étaient non salines en raison des orages réguliers, ce qui a pu entrainer le lessivage des sels de

la couche arable.

La teneur en matieére organique du sol étudi¢ par Meddich et al.(2015) et Al iet al.(2012)
est appauvrie en raison de la salinité¢ et du stress hydrique, ce qui restreint l'absorption des
¢léments nutritifs. Mais la mati¢re organique du sol étudiée par Khallef et al.(2018) se distingue

par une teneur élevée.

Les champignons filamenteux sont des décomposeurs qui utilisent la matieére organique du
sol comme source de nutriments. Une plus grande quantité de matiere organique, sous forme de

résidus végétaux, de compost ou d'humus, favorise le développement des champignons.

La matiere organique est influencée par le climat et la topographie. Les sols situés dans des
régions a climat humide et a relief accidenté ont tendance a avoir une plus grande quantité¢ de
matiere organique que les sols situés dans des régions a climat sec et a relief plat.Les
écosystemes forestiers accumulent généralement plus de mati¢re organique dans les horizons de
surface que les écosystémes de prairies ou de cultures.La nature de la végétation (feuillus,

coniferes, herbacées) influe sur la qualité et la décomposable de la mati¢re organique.
4.2.Isolement des champignons filamenteux extrémophiles

La premiere étape pour isoler les champignons filamenteux consiste a sélectionner

l'environnement ou le microorganisme spécifique vit. Les habitats extrémes augmentent la
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probabilité¢ d’isoler des microorganismes extrémophiles qui peuvent étre exploités dans les

différents domaines industriels et biotechnologiques.

Dans le travail de Ali et al., (2012),.un total de 43 champignons ont été isolés sur PDA
complété avec 15 % de NaCl (p/v). Tous les champignons isolés ont été capables de croitre sur
cette concentration, ce qui prouve qu'ils sont tous halotolérants. La quantité initiale de NaCl pour
l'isolement des cultures a été choisie en fonction du test de salinité du sol. Dix-sept champignons
ont été sélectionnés sur la base des morpho-especes en termes de couleur de la colonie/spore, de
croissance des champignons, de formation des spores et de taille des spores. Les champignons
halophiles ont été identifiés comme étant halotolérants en fonction de leur croissance sur PDA
sans sel. Les résultats ont révélé que les champignons halophiles représentaient pres de 24 % de
la diversit¢ fongique halophile/halotolérante totale dans les salines solaires artificielles

étudiéesTableaus5.

Tableau 5.Espéces halophiles dépistées dans I’étude d’Ali et al. (2012).

Codes Espece Souche Numéro d’acces | Nombre d’isolats
01 H Aspergillus flavus Souche6830 HQ693703 1
02 H Aspergillus gracilis Isoler NRRL 4962 EF652045 2
03 H Aspergillus Souche ATCC 16910 AY373862 2

penicillioides (1)

04 H Aspergillus Souche SCSGAF0031 | JN850993 1
penicillioides(2)
05 H Aspergillus restrictus | Souche ATCC 16912 AY373864 1

Dans cette étude, six souches ont été isolées.Les conditions difficiles dans les
environnements des marais salants solaires artificiels et 1'adaptation a ces conditions prouvent

que les champignons halophiles isolés sont des organismes extrémophiles.
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Dans I’étude deSaroj et al., (2018),des échantillons de sol ont été collectés dans la région
de Warangal, située dans 1'Etat de Telangana, en Inde.Quinze champignons thermophiles ont été

isolés du sol (Tableau 6).

Tableau 6.Mesures de la croissance mycélienne des souches fongiques isolées desol

(Saroj et al.,2018).

Dérive detemperature
Numéro Souches fongiques Diamétre de la Diameétre de la Diamétre de la
d'accession. colonie a 30°C colonie (cm)a colonie (cm)a
(cm) 40°C 50°C
MF967277 Aspergillus 4.40+0.16 5.80+0.01 6.10+0.02
caespitosus
MF319901 Aspergillus favus 4.50+0.02 5.90+0.05 6.20+0.02
LC228711 Aspergillus fumigatus 5.40+0.13 6.20+0.01 6.50+0.14
JCM 10253
MF319894 Aspergillus nidulans 5.20+0.09 6.10+£0.16 6.60+0.19
MF319897 Aspergillus nomius 5.10+0.04 6.80+0.13 7.40+0.05
DQO087531 Aspergillus ochraceus 5.90+0.02 6.30+0.02 7.10+0.01
KY425742 Aspergillus oryzae 5.104£0.12 5.80+0.02 6.50+0.01
KU504333 Aspergillus sp. 5.50+0.04 6.10+0.14 7.30+0.02
AY864861 Aspergillus terreus 4.30+0.02 5.20+0.01 6.10+£0.01
HM116370 Eurotium rubrum 4.80+0.09 5.70+0.05 6.20+0.16
DQ491422 Fomitopsis africana 4.60+0.01 5.80+0.03 6.50+0.11
KJ670294 Fomitopsis sp. 5.30+0.17 6.20+0.01 6.80+0.01

La température d’incubation joue un rdle primordial dans 1’isolement des champignons

filamenteux thermophiles et thermotolérants(Saroj et al.,2018).
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D’aprés Lamrani et al.(2006),pour l'isolement des souches fongiques thermophiles et
thermotolérantes, la température d'incubation a été fixée a 50°C.Ce résultat est validé par la

caractérisation physiologique figurant dans le tableau 7.

Tableau7.Croissance apicale (mm.h—1 ) des différentes espéces fongiques en fonction de la

température d'Incubation(Lamrani et al.,2006).

Espéces 19°C 25°C 35°C 45°C 55°C 60°C
Aspergillusfumigatus 0.17 0.27 0.31 0.40 0 0
Humicola grisea 0 0 0.46 0.47 0.25 0.05
Humicola lanuginose 0 0 0.25 0.42 0.34 0.21
Malbranchea sulfurea 0 0.01 0.27 0.35 0.07 0.03
Myceliophthora thermophila 0 0.37 0.67 0.68 0.37 0.03
Pceecilomyces variotii 0 0.03 0.65 0.47 0.45 0
Rhizopusmiehei 0 0.41 0.77 0.89 0.45 0
Thermoascus aurantiacus 0 0 0.34 0.65 0.35 0.05

4.3. Identification des champignons

L’identification des champignons repose sur des critéres macroscopiques, microscopiques
apres leur inoculation sur des milieux de culture spécifiques, ainsi que sur 1’identificationet

moléculaires.
4.3.1.1dentification macroscopique et microscopique

L’identification réalisée par Lamrani et al. (2006) des champignons filamenteux isolés a
partir d’échantillons de différentes natures (sol, olives, grignons d’ olives, brindille s, feuilles ,
...) collectés de Maasra du Maroc,a permis la détermination du genre et l’identification
préliminaire de I’espece apres 1’utilisant de différentes clés et par comparaison avec les souches

répertoriées. Les souches sont ensemencées sur MEA et incubées pendant sept jours. La
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distinction morphologique étéréalisée 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, [’épaisseur, la couleur du thalle et les odeurs des colonies) et les caractéres
morphologiques de la souche qu’ont étéétudiées par I’observation microscopique. Les résultats
d’identification morphologiques des isolats obtenus par Lamrani et al. (2006) sont présentés dans

le tableau 8.

Tableau8.Identification macro/microscopique des champignons filamenteux extrémophiles

isolés a partir de Madsra appartenant a différentes régions du Maroc

(Lamrani et al., 2006).

Identification
Espéce Identification
Macroscopique Identification microscopique
Thalles d'aspect La présence de filament hyalin ramifié¢ avec
poudreux. undiamétre constant.
Aspergillus fumigatus La surface de Les filaments mycéliens septé chevelus et
lacolonie se colore vésiculeux.
en vert foncé puis Les conidies globuleuses.
en gris vert foncé.
Humicolala | Thalle hyalin puis Caractéres communs :
nuginosa virant au gris a Hyphes septé et courtes.
brun — noir. Ces spores ou conidies solitaires globuleuses a
Humicola Subglobuleuses.
Humicolalanuginosa est caractérisée par des
Humicolagr- conidies globuleuses, noires, a paroi épaisse et
isea verruqueuse.
Humicolagrisea présente des conidies plus
Grosses.
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Couleur brun pale | Filaments mycéliens septées.
Peecilomycesvariotii a brun jaune. Des conidiophores de 30 4 90 um sur 3 a 7.
Certaines phialides sont solitaires.

Des ramifications en verticilles irrégulicres.

Dans le milieu Caractérisé par des ramifications vers le haut.
Rhizopus PDA, présente un Sporocystes multispores, globuleux, noirs

thalle de couleur La vitesse de la croissance apicale est

blanc puis gris. extrémement rapide surtout sur PDA a 45°C.

4.3.2.1dentification moléculaire

D’aprés Verscheure et Lognay, (2002), les méthodes moléculaires sont universellement
applicables et permettent d’explorer le poly morphisme a différents niveaux (comparaison entre
des souches, des espéces, des genres, etc.). Les méthodes moléculaires sont basées sur 1’é¢tude
d’un geéne (locus), d’un fragment d’ADN défini (espaceur, intron, etc.), de plusieurs geénes
(multiloci) ou encore de ’ADN total. Plusieurs travaux ont confirmé que 1’analyse moléculaire
des champignons extrémophiles par des amorces universelles permet d’identifier 1’espece
(Aspergillus  flavus ,Aspergillus gracilis, Aspergillus  penicillioides(1),Aspergillus
penicillioides(2),Aspergillus restrictus) .

Dans les références suivantes; Ali et al. (2013), Bao et al.(2012), Liu et al.(2000),
Landeweert et al. (2003); Javadi et al., (2012), il a été rapporté que la méthode classique est
efficace pour la détermination de 1’espéce , le protocole standard pour I’extraction d’ADN
fongique fourni avec le kit,L.’amplification de 1’extrait d’ADN par PCR en utilisant des amorces
universelles (amplification de 1’espaceur interne ITS) et par la suite le séquencage
d’ADN.L’espéce de chaque souche est identifiée et 1’outil NCBI BLAST a été utilisé pour

obtenir unesimilarité entre les séquences supérieures a 97% .
4.4. Caractérisation physiologique

La température est 'un des facteurs environnementaux influencant la croissance des
champignons.Les résultats de Lamrani et al.(2006) montrent que les espéces isolées a partir de
des Maasra appartenant a différentes régions du Marocsont capables de se développer a
différentes températures 19°C, 25°C, 35°C, 45°C, 55°C, 60°C,Aspergillus fumigatus est la seule
espece qu'on peut considérer comme thermotolérante, car elle présente une croissance a 19°C.

Les autres espéces sont thermophiles comme Malbranchea sulfurea,Pcoecilomyces
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variotii,Rhizopusmiehei. Dans le cas de Humicola lanuginosa, H. grisea , Thermoascus

aurantiacus, Malbranchea sulferea et Myceliophthora thermophila, il y a une croissance a 60°C.

Le pH du sol peut également affecter la croissance et la prolifération de certaines especes

de champignons filamenteux, qui ont des préférences en termes de pH.

La température, I'humidité et 'aération du sol sont des facteurs clés qui déterminent la

quantité et la diversité des champignons filamenteux.

Certaines especes sont plus adaptées a des conditions spécifiques, comme les champignons

thermophiles ou psychrophiles.

1
09 W Aspergillusfumig
! atus
0,8 B Humicola grisea
0,7 ]
m Humicola
0,6 lanuginosa
0,5 B Malbranchea
sulfurea
0,4 Myceliophthora
0,3 thermophila
 Pcecilomyces
0,2 variotif
0,1 - Rhizopusmiehei
0 -
19°C 25°C 35°C 45°C 55°C 60°C

Figure 5. Représentation de la croissance apicale de différentes espéces en fonction

de la température (Lamrani et al., 2006).

Les meilleures vitesses de croissance apicale ont été obtenues sur les milieux contenant,
séparément, les protéines, les sucres simples, la cellulose et les lipides comme unique source de
carbone et d'énergie. Par ailleurs, toutes les souches isolées présentent les activités enzymatiques

suivantes: amylolytique, protéolytique et cellulolytique (Lamrani et al., 2006).

Les souches des especes Aspergillus fumigatus sont classées comme étant des

champignons thermotolérants. Les espéces Humicola lanuginosa, Humicola grisea,
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Malbranchea sulferea, Myceliophthora thermophila, Peecilomyces variotii, Rhizopus miehei et

Thermoascus aurantiacus sont des champignons thermophiles.

Dans le travail de Saroj et al.(2018) pour évaluer la thermotolérance, des champignons
isolés,chaque isolat est cultivés aux différentes températures allant de 30 a 50 °C. Les
champignons ont été inoculés au centre desboites Pétri, et leur croissance radicale est sur
veillépendant 7 jours. En se basant sur les motifs de croissance a différentes températures, quinze
champignons thermophiles ont été sélectionnés pour des essais sur boite Pétri. Des champignons
thermophiles isolés ont étéidentifié sur la base d'analyses de séquences d'ARNr 18S effectuées
par la Gujarat State Biotechnology Mission, Département of Science and Technology,

Gandhinagar, Gujarat,Inde .

Selon Jaouani et al.(2014),al'exception de Cladosporium cladosporioides JAI8, toutes les
souches testées ont été capables de croitre a un pH de 10. Toutes les isolats ont pu croitre a 4°C,
tandis que seules cinq souches, Aspergillus fumigatus JA10, Aspergillus fumigatiaffinis JAII,
Alternaria alternata JA23, Ulocladium consortiale JA12 et Ulocladium sp. JA17, ont montré une

croissance significative a 45°C.

En ce qui concerne le stress de pH, la capacité¢ de la majorité des isolats a croitre a un pH
de 10 implique d'abord que certains habitats du lac salin peuvent avoir un pH variable et ensuite
que les champignons peuvent tolérer une large gamme de pH. Les résultats globaux dans les
milieux solides et liquides ont montré que Penicillium chrysogenum JAI et JA3, Cladosporium
sphaerospermumJA2 et JA13, Cladosporium cladosporioides JA1S8, Aspergillus fumigatus JA10,
Aspergillus  fumigatiaffinis JAI1I, et Alternaria tenuissima JA6 sont les isolats les plus

alkalihalotolérants de cette étude.

En général, les champignons halophiles présententune source importante de métabolites
polyextrémophiles. Leurs propriétés thermotolérantes et halophiles leur permettent d'étre stables
et applicables dans une large gamme de pH et de températures pendant les différents procédés

industriels.

Selon Tresner et Hayes, (1971), la sélection des champignons filamenteux halophiles ou
halotolérants est réaliséeparun test detolérance de chaque isolat dans un milieu salingélosé.
Leschampignons isolés ont ét¢ incubés dans des milieux PDB a différentes concentration en
NacCl5,10,15,20 et25. La figure 6 montre que les deux souches d'dspergillus penicillioides ont
produit le maximum de poidsdans toutes ces variations de salinité¢ étudiées, suivies par

Aspergillus flavusqu’a montré la plus faible croissance entermes de biomasseséche.
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Leteste d'halotoléranteest basé sur le poids de biomassefinale en (mg) de chaque isolat
fongique aprés 15 jours d’incubation. Les résultats montrent quelacroissance des
champignonsfilameteux et par la suite leur biomasse est proportionnellea la concentration en sel
dans I’intervalle de [5-25 %], dont lepH et la température ont été maintenus constants (Ali et al.,

2013).

Ali et al. (2013), montrentque les deux souches d'Aspergillus penicillioides ont
produitlemaximum de biomassedans les différentes concentrations de sel examinées, suivies par
Aspergillus
flavusqu’a montré la plus faible croissance en termes de biomasse seche. Dans cette étude toutes
lesespéces étudiées a l'exception d’Aspergillus flavus, ont été capables de se développer
dans un milieu contenant 5 % de NaCl (p/v). A. gracilis et A. restrictus n’ont pas présenté une
croissancedans un milieu contenant plus de 15 % de NaCl (p/v). Ces résultats
nous permettent de constater que la plupart des especes se développent dans un milieu
contenant 10 al5 % 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 €levée que les autres souches. Les résultats de cette

¢tude sont présentés dans la figure 06.
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Figure 6.Test d’halotolérance, basé sur le biomassefinale aprés 15 jours de croissance en
fonction de la concentration en sel (5-25 %), avec un pH et une température constantes (Ali et
al., 2013).
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4.5.Criblage des enzymes extracellulaires halophiles

Selon le travail de Dendouga et Belhamra (2022),soixante-neuf isolats de champignons
filamenteuxsont testés pour leur production d’hydrolases extracellulaires sur des milieux solides
en présence de 10% de NaCl, Les enzymes testées sont ; amylase, cellulase, chitinase, protéase

et lipase(Tableau9).

Tableaul0. Résultat de criblage des enzymes hydrolytiques extracellulaires halophiles chez des

isolats fongiques (Dendouga et Belhamra, 2022).

Genus Abondance Activités enzymatiques (N/%)
Amylase Cellulose | chitinase Protease Lipase
Alternaria 3(4.35) 1(1.45) 0 0 3(4.35) 0
Aspergillus 32(46.38) 17(24.64) | 22(31.88) | 17(24.64) 13(18.84) 1(1.45)
Aureobasidium 2(2.90) 0 0 0 2(2.90) 0
Cladosporium 8(11.59) 3(4.35) 1(1.45) 2(2.90) 7(10.14) 1(1.45)
Chaetomium 1(1.45) 1(1.45) 1(1.45) 0 0 0
Curvularia 2(2.90) 0 0 0 2(2.90) 0
Trichoderma 1(1.45) 0 0 0 0 0
Penicillium 14(20.29) 12(17.39) | 8(11.59) | 10(14.49) 10(14.49) 1(1.45)
Phialophora 2(2.90) 0 1(1.45) 0 2(2.90) 0
Phoma 2(2.90) 0 0 0 1(1.45) 1(1.45)
Ulocladium 2(2.90) 0 0 0 2(2.90) 0

44




Chapitre 04 : Résultats et discussion

Total \ 69(100) ‘34(49.28) | 33(47.83) \ 29(42.03)\ 42(60.87) \ 4(5.80) |

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que 69,57% des isolats testés ont
présentéau moins deux des cinq activités enzymatiques examinées. La protéase est l'activité la
plus abondante, détectée chez60,87% des isolats testés. L'amylase, la cellulase et la chitinase ont
été détectées dans un nombre important d'isolats d'Aspergillus et de Penicillium, avec un
pourcentage de 49,28%, 47,83% et 42,03% respectivementdu nombre totale des isolats.
Cependant, l'activité lipolytiqueest la moins fréquemment détectée, avec un pourcentage de

5,80% du total des isolats fongiques testés.

Dans I’é¢tude deChamekh et al.(2019),des échantillons du sol ont été collectés du Grand
Sebkha d'Oran située au nord-ouest Algérien,L'intérét biotechnologique des 50 souches des de
champignons filamenteux a été évalué en testant leur capacité a produire des enzymes
extracellulaires, a savoir ;la lipase, 'amylase, la protéase et la cellulase sur milieu solide.Les
especes les plus intéressantes sont celles présentant l'indice enzymatique le plus élevé, il s’agit
d’Aspergillus sp., la souche A4, Chaetomium sp.,la souche H1, P. vinaceum, G. halophilus et les
deux basidiomycetes Wallemia sp. et U. cynodontis. Les deux espeéces non identifiées
d’Aspergillus sp., la souche A4 et Chaetomium sp. Lasouche H1 sont de bons producteurs de
cellulase. Des études supplémentaires seront nécessaires pour confirmer 1'identification de ces
especes et leur intérét biotechnologique. Wallemia sp. a une activité lipolytiqueélevée avec un IE
de 5 et aucune activité cellulolytique, amylolytique ou protéolytique n'a été détectée. Ce résultat
a été égalementobtenu par Janci¢ et al.(2016) qui ont étudi¢ le profil enzymatique des quatre
especes de Wallemia (W. sebi, W. ichthyophaga, W. muriae et W. hederae). lls ont trouvé que
Wallemia spp. sécrétent plusieurs enzymes, compris la lipase et 'esterase, mais aucune activité
cellulolytique, amylolytique ou protéolytique n'a €té observée. P. vinaceum sécréte les quatre
enzymes testées, mais n'a qu'une activité lipasique et cellulolytique élevée avec un IE de 5 et
4,33 respectivement. P. vinaceum est le plus étudié en tant que champignon d'origine marine et a
rarement €té isolé du sol. Plusieurs études ont indiqué que cette espéce est une source importante
de molécules bioactives (Asiry et al.,2015 ;Liu et al .,2017). Les deux souches de G. halophilus
H19 et H20 sécrétent de I'amylase (IE proche de 2), de la protéase (IE de 4) et de la cellulase (IE
de 5 et 6). Cette espéce a été isolée pour la premiere fois en 2016 (Zhou et al.,2016).

Dans le travail de Marques et al.(2018), les champignons sont cultivés (5 disques
mycéliens) par(Solid Stat Fermentation) FSSpendant 7 jours, sous 28 °C, en utilisant un

mélange de 5 g(1:1 w/v) de bagasse de canne a sucre et de son de blé comme substrats, avec une
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humidité initiale de 70%.. L activité des enzymes dans quelques champignonsest présentée dans

la figure7.

EG: endoglucanase; BG: B glucosidase; XYL: xylanase; BX: B-xylosidase

o0 . activité d'enzyme (U g™)

——EG
—=—[g
—a#—Fpase
e XYL

— X

champignons

Figure7. L activité enzymatique de quelques champignons (Marques et al.,2018).

Selon les résultats présentés dans cette étude, une tres forteactivité de xynalase est notée

chez tous les champignons testéspar rapport aux autres activités enzymatiques (EG, G et BX).

On peutdire que la différence de production des enzymes des champignons filamenteux est

causé par la différences des facteurs physicochimiques et organiques de sol

la présence de composés organiques spécifiques (cellulose, lignine, chitine, etc.) stimule la

sécrétion d'enzymes capables de les dégrader.

Un manque de nutriments essentiels (azote, phosphore, etc.) peut limiter la production

enzymatique.

Certaines especes de champignons sont plus adaptées que d'autres a des conditions

¢daphiques spécifiques (pH, texture, etc.).

Cela se traduit par des profils enzymatiques différents selon les communautés fongiques

présentes.
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Les espéces et les souches de champignons ont des capacités différentes a produire des
enzymes. Les facteurs génétiques déterminent la gamme d'enzymes qu'un champignon peut

produire et leur efficacité.
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Conclusion

Conclusion

La présenteétude est une synthése des articles scientifiques, dont I'objectif est la

valorisation biotechnologique des champignons filamenteux isolés des milieux extrémes

Les caractéristiques des environnements extrémes comprennent une gamme variée de
conditions physiques et chimiques qui dépassent les limites traditionnelles de la viabilité
biologique. Parmi ces caractéristiques, on trouve une augmentation de la concentration en sels et
minéraux dans le sol ou 1'eau, une alcalinité élevée du sol, une diminution des niveaux de matiere
organique disponible, des variations importantes de température, et des changements dans les

niveaux d'humidité.

La présente étude nous a permis deconstater que les champignons filamenteux
extrémophilespeuvent produireune largegamme d’enzymes stables aux conditions inhabituelles
telles que ; le pH trés acide, le pH trés alcalin, la température élevée (>50°C), salinité élevée
(>15%). La productivité et le rendement de ces enzymes sont influencés par divers parametres

tels que la source de carbone et les périodes d'incubation.

Les enzymes fongiques jouent un role crucial dans de nombreux processus biologiques et
sont utilisées dans diverses applications industrielles a savoir ; I'amylase, la cellulase, la protéase,
la lipase, la laccase, etc. Elles sont largement exploitées dans diverses applications telles que
I'agroalimentaire, la production de biocarburants, l'industrie textile, la papeterie, 1’industrie

pharmaceutique et cosmétique.
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Résumé

Les champignons filamenteux extrémophiles jouent un réle important dans la production des différents
métabolites stablesaux conditions extrémes, d’ou leur intérét biotechnologique.Les enzymes fongiques
prennentde plus en plus d’importance dans les différentes applications biotechnologiques. Pour obtenir
des souchesextrémophiles capables de produire ce type d’enzymes, le choix d’un milieu extréme comme
source d’isolement était 1’objet de plusieursétudes.Le présent travail présente une synthése d’articles
visant la méme thématique.Selon les articles consultés, plusieurs espéces fongiques telles
quePenicilliumet Aspergillus....sont obtenues des sources thermales, des sédiments et des lacs salins, de
Maasara, etc les différentes souches peuvent étre identifiées en combinant divers critéres phénotypiqueset
moléculaires. Les examensphysiologiques confirment leur caractére extréme. Les souches fongiques
peuvent servir comme une source de production de différentes enzymes telle que; la cellulase, la
xylanase, FPase, la glucosidase, la protéase, I’amylase, la laccase, etc.). Certaines études ont effectué des

tests biotechnologiques pour prouver 1’utilité de biocatalyseur produit.
Mots-clés : champignons filamenteux, enzymes, extrémes.

Abstract

Extremophilic filamentous fungi play an important role in the production of different metabolites stable
under extreme conditions, hence their biotechnological interest. Fungal enzymes are becoming more and
more important in different biotechnological applications.To obtain extremophile strains capable of
producing this type of enzymes, the choice of an extreme environment as a source of isolation was the
subject of several studies. The present work presents a synthesis of articles aiming at the same theme.
According to the articles consulted, several fungal species such as Penicilliumand Aspergillus.... are
obtained from thermal springs, sediments and saline lakes, from Maasara, etc. the different strains can be
identified by combining various phenotypic and molecular.Physiological examinations confirm their
extreme nature.Fungal strains can serve as a source of production of different enzymes such as;cellulase,
xylanase, FPase, glucosidase, protease, amylase, laccase, etc.).Some studies have carried out

biotechnology tests to prove the usefulness of produced biocatalyst

Key words: filamentous fungi, enzymes, extreme.



