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Résumé

La recherche sur les champignons marins revét depuis de longues années un intérét capital
pour la communauté scientifique, avec de nombreux travaux réalisés dans diverses régions du

monde et sur différents substrats.

Dans ce travail, nous avons exploré la diversité fongique présente dans les zones cotieres de
Mostaganem, en Algérie, en collectant des échantillons de sable et d'algues sur plusieurs sites
: Hadjadj, Cap lvi, Salamandre, Sablette et Sidi EI Majdoub. Les prélevements ont été
effectués pendant 4 mois deés février a mai 2024. Cette étude visait a isoler et identifier des

champignons marins potentiellement actifs contre des bactéries pathogénes.

L'analyse macroscopiques et microscopiques des isolats a révélé la présence de plusieurs
espéces fongiques, totalisant 25 isolats identifiées. Parmi celles-ci, Penicillium spp. (40%)
était la plus prédominante, suivi d'Aspergillus (16%), de levures (16%), de champignons a
myceélium stérile (16%), de Mucor (8%) et de Stachybotrys (4%).

Les résulats de I'activité antagoniste des isolats fongiques contre des bactéries pathogénes ont
révélé qu’Aspergillus terreus, isolé de l'algue verte Ulva lactuca, était particulierement
efficace contre Escherichia coli et Aeromonas hydrophila, avec des zones d'inhibition

intéressantes de 25,58 mm et 28,97 mm respectivement. En outre les tests d'activité

enzymatique ont montré que les champignons testés possédaient des activités amylase et

protéase notables.

Ces résultats montrent que les champignons marins sont une source prometteuse de
nouveaux agents antimicrobiens et autres métabolites, offrant une solution contre la
résistance aux antibiotiques et autres solutions biotechnologiques. Les recherches futures se
concentreront sur la purification, I'optimisation et I'exploration du potentiel thérapeutique des
champignons, ouvrant de nouvelles avenues dans 1’exploitation des champignons marins dans

le domaine thérapeutique et industriel.

Mots clés : champignons marins, Aspergillus terreus, métabolites bioactifs, résistance aux

antibiotiques, Ulva lactuca, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila




Abstrat

Marine fungi research has been of great interest to the scientific community for many years,

with many studies carried out in various regions of the world and on different substrates.

In this work, we explored the fungal diversity present in the coastal areas of Mostaganem,
Algeria, by collecting samples of sand and algae from several sites: Hadjadj, Cap Ivi,
Salamandre, Sablette and Sidi EI Majdoub. The samples were taken for 4 months from
February to May 2024. This study aimed to isolate and identify marine fungi potentially

active against bacterial pathogens.

Macroscopic and microscopic analysis of isolates revealed the presence of several fungal

species, totaling 25 strains identified. Among these, Penicillium spp. (40%) was the most

predominant, followed by Aspergillus (16%), yeasts (16%), sterile mycelium fungi (16%),

Mucor (8%) and Stachybotrys (4%).

Antagonistic activity of the strains against pathogenic bacteria revealed that Aspergillus
terreus, isolated from the green alga Ulva lactuca, was particularly effective against
Escherichia coli and Aeromonas hydrophila, with interesting inhibition zones of 25.58 mm

and 28.97 mm respectively.

In addition, Enzyme activity tests showed that some strains possessed notable amylase and

protease activities.

These results show that marine fungi are promising sources of novel antimicrobial agents
and other metabolites, offering a solution against antibiotic resistance and other
biotechnological solutions. Future research will focus on the purification, optimization and
exploration of fung therapeutic potential, opening new avenues in the exploitation of marine

fungi in the therapeutic and industrial fields..

Keywords: marine fungi, Aspergillus terreus, bioactive metabolites, antibiotic resistance,

Ulva lactuca, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila.
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Introduction générale

Introduction générale

La diffusion mondiale des micro-organismes résistants aux antibiotiques nécessite le
développement de nouvelles molécules antimicrobiennes efficaces. Depuis plus d'un demi-
siécle, la principale stratégie pour obtenir de nouveaux agents antimicrobiens consiste a
remodeler semi-synthétiquement des produits naturels. Cependant, les médicaments obtenus
de cette maniere ne sont efficaces que temporairement contre les micro-organismes

pathogenes, qui développent une résistance aux antibiotiques (Abad et al.,2011).

Le probleme de la résistance microbienne aux antibiotiques pourrait étre surmonté par la
découverte de nouveaux produits naturels qui, en raison de leur nouveauté chimique,
pourraient inhiber des cibles microbiennes uniques ou multiples inconnues. La recherche de
produits naturels d'intérét pharmaceutique dans le milieu marin progresse a un rythme sans
précédent, aboutissant a la découverte d'un certain nombre de molécules, dont beaucoup ont
de nouveaux squelettes carbonés et des activités biologiques intéressantes (Molinski .,2004), (
Imhoff et al., 2001).Parmi les micro-organismes marins, les champignons jouent un réle
crucial, étant un réservoir de métabolites secondaires biologiquement actifs (Punyasloke et
al.,2006), (Swathi et al.,2013). Récemment, de nouveaux métabolites issus de champignons
marins ont été signalés comme présentant des activités antibactériennes notables ( Silber et
al.,2014),(Wu et al.,2014). Malgré leur potentiel biosynthétique avéré, la recherche
scientifique ne s'est pas concentrée intensivement sur les champignons marins pour rechercher
de nouveaux médicaments (Cragg , et al.,2013). Cependant, les champignons prometteurs
sont dotés de groupes de genes potentiellement impliqués dans la biosynthése de métabolites
secondaires (Redou et al .,2015). Par conséquent, des recherches sur l'isolement,
I'identification et la caractérisation de nouvelles souches fongiques marines, capables de

produire des composeés naturels bioactifs utiles, devraient &tre menées.

Les champignons marins jouent un rdle écologique crucial dans les écosystémes
marins,. Leur capacité a inhiber les bactéries pathogenes est particuliérement pertinente dans
le contexte actuel de résistance crosissante aux antibiotiques. En effet, les infections causées
par des bactéries résistantes représentent un défi majeur pour la santé publiqgue mondiale.
L’objectif de cette recherche est d'explorer la diversité des champignons marins présents dans
les échantillons de sable et d'algues collectés sur les 5 plages de la cote de Mostaganem
(salamandre / Cap IVI / sidi EI- mjdoub / sablette / Hadjadj). En analysant ces
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échantillons, nous visons a évaluer la capacité des champignons marins a inhiber des souches
de bactéries pathogenes. Cette étude d’une importance majeure en Algérie, pourrait fournir
des informations précieuses sur les applications potentielles des champignons marins dans le
développement de nouveaux agents antimicrobiens. Les échantillons seront ensuite analysés
pour identifier les especes fongiques présentes et évaluer leur activité antibactérienne a I'aide
de test d’antagonisme in vitro. Cette approche permettra de déterminer non seulement la
diversité fongique, mais aussi le potentiel biopharmaceutique des champignons marins isolés.
En conclusion, cette recherche sur les champignons marins de la cbte de Mostaganem pourrait
ouvrir de nouvelles voies pour le développement d'agents antimicrobiens naturels, tout en

contribuant a une meilleure compréhension de la biodiversité marine.
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Chapitre I : Geénéralités sur les champignons Marins

I. Leschampignons marins :
1.1 Définition :
Les microfonges marins, également connus sous le nom de champignons marins, sont des
champignons unicellulaires ou filamenteux microscopiques, dont les plus grands ne font que

quelques millimetres de longueur. On sait qu'ils sont présents en mer depuis

longtemps.(Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979)

Dans les années 60, un champignon était qualifi¢é de marin lorsqu’il pouvait se développer en
présence de sels de mer (Johnson et Sparrow, 1961). Cependant, cette premiére définition
fondée sur une caractéristique physiologique a rapidement été remise en cause par Kohlmeyer et
Kohlmeyer (1979) qui proposent d’y ajouter une dimension écologique. Ainsi pour définir les
champignons marins, deux groupes sont créés : (i) les champignons dits obligatoires qui se
développent, sporulent et se reproduisent uniquement dans un milieu marin (ii) et les
champignons dits facultatifs, d’origine terrestre ou d’cau douce, qui sont capables de se
développer voire de sporuler en milieu marin. Cette définition dichotomique a été largement
acceptée par la communauté scientifique. Selon cette définition, 1 112 espéces de champignons
marins obligatoires ont été decrites (Jones et al., 2015) alors que le nombre estimé de

champignons dépasse les 10 000 espéces (Jones, 2011)

Historiquement, la premicre description d’un champignon exclusivement marin remonte a 1869
(Phaesphaeriaty pharum) (Desmazieres, 1849 in Bovio, 2018).Cependant, leur recherche a
réellement debuté au début du XXe siécle, avec Arthur D. Cotton en 1909 (Ainsworth, 1976).
George K. Sutherland a publié les premiers rapports sur les pyrénomycéetes marins en 1915-1916
(Ainsworth, 1976). Toutefois, I'étude principale de ces champignons marins a été réalisée en
1944, avec une publication de Barghoorn et Linder (1944 in Bovio, 2018), qui a décrit des
champignons isolés des mangroves qui se développent sur le bois en décomposition.

1.2 Vers une meilleure compréhension des champignons enjeux scientifique :

Les champignons ne font partie ni du monde végétal, ni du monde animal. Ils constituent un
regne a part : le régne fongique (Cassan, 2010) (fig.1). lls sont également connus sous le nom de
Mycétes (Bouchet et al., 2005). Ils sont célébres pour leur extréme diversité. Selon Kirket et ses
collaborateurs, les champignons jouent un réle clé dans les écosystémes (Muller et Schimt,
2007).




Chapitre I : Geénéralités sur les champignons Marins

ce groupe omniprésent d'organismes comprend environ 120 000 especes. Selon Kendrick (2000)
dans Boulakhras, 2020) les champignons sont des hétérotrophes. Ce sont également des eucaryotes
unicellulaires ou multicellulaires et possédent des parois chitineuses (Carlile et Watkinson, 1994).
Ils comprennent des especes macroscopiques (Classe Macromycetes) et d'autres especes
microscopiques (Classe Micromycetes), d'apparence filamenteuse ou semblable & une levure
(Chabasse et al., 2002). Selon Bouchet et al. (2005), les champignons sont des bryophytes. Le
mode de reproduction peut étre sexué ou asexué (Madelin, 1994 dans Thomas, 2009). Ils sont

strictement aérobies et rarement anaérobies et participent a des processus fermentaires

Eubaciéries | Eucaryoies

Cibis Chasngn gnons

G+ Veries non
sulfureuses

Plantes

Anunaux

Flagelle
Pourpre

Cyano

Macrospondes
Flavo

Mermophales
Halophules extrémes
e X IrerTe.

L |
Métanogines

Figure 1 : Les trois régnes du vivant selon Woese (1977)

Les champignons se nourrissent par absorption en libérant d'abord des enzymes hydrolytiques
dans I'environnement extérieur. La chlorophylle est absente chez ces organismes et ils sont tous
hétérotrophes ; le glycogene est le principal polysaccharide de réserve. (Carlile et Watkinson,
1994 ; Redecker, 2002). Chaque champignon posséde une paroi composée de chitine, un
polysaccharide extrémement resistant composé de residus de N.-acétylglucosamine (Carlile et
Watkinson, 1994).D'un point de vue métabolique, les champignons sont des organismes
chimiohétérotrophes, ce qui signifie qu'ils exploitent le carbone organique comme source d’énergie
(Carlile et Watkinson, 1994 ; Redecker, 2002).
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1.3 Relations biologiques :

Les champignons marins (organismes hétérotrophes) vivent aux dépens de substrats
organiques, dont ils tirent I’énergie grace a un arsenal d’enzymes tout comme leurs homologues
terrestres (Liberra et Lindequist, 1995). On leur connait des interactions avec les algues
marines, les plantes vasculaires, les invertébrés, les poissons et les mammifeéres (Stanley, 1992).
Les relations biologiques des champignons marins avec le monde vivant sont classées en trois

grandes catégories :

1.3.1Saprophytes :
Les saprotrophes jouent un réle actif dans la décomposition des substrats marins riches en
lignocellulose, comprenant la cellulose, I'hémicellulose et la lignine (Kohimeyer et Kohlmeyer,
1995). Leur action s'étend également a la dégradation des carcasses d'animaux marins (Sridhar

et Prasannarai, 2001).

1.3.2 Parasites :
Les champignons parasites se nourrissent de matiére vivante, qu'elle soit d'origine animale ou
végeétale. Environ 20% des espéces de champignons répertoriées sont capables de parasitisme.
Les mycoses ont un effet significatif sur I'écosystéme marin, agissant comme un facteur naturel
de limitation pour les plantes aquatiques, les algues et divers organismes tels que les poissons et
les crustaces. Elles engendrent des infections graves chez les invertébrés marins et altérent le
développement des ceufs et des larves de crustacés. Les champignons mitosporiques, tels que
(Fusariumsp. chez les crustacés, Cladosporiumsp. chez le poulpe, Phialosporasp., infections
internes chez les poissons, Icthyphonussp., inflammation par enkystement des muscles de

poissons) (Polglase et al., 1986).

1.3.3 Symbiotes :

Ce sont les champignons qui s’associent avec d’autres organismes vivants pour une
collaboration mutuelle, Formant des symbioses telles que les lichens (par exemple, Chadefaudia
corallinarum associé a lI'algue Dermatoliton sp) ou les mycophycobioses (une relation d'intérét
mutuel entre un champignon et une macroalgue), comme en témoigne la relation obligatoire et
protectrice entre Turgidosculum complicatum et la macroalgue Praseola borealis (Kohlmeyer et
Kohlmeyer, 1979);( Stanley, 1992 ; Hyde et al., 1998).Les champignons marins jouent un role
crucial dans les réseaux trophiques de I'écosysteme marin et servent de source alimentaire pour

d'autres organismes marins. lls colonisent et contribuent a la formation de structures
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communautaires sur les substrats vivants et morts immergés dans la mer (Hughes, 1975 ;
Cuomo et al., 1995 ; Liberra et Lindequist, 1995)

1.4 Propriétés principales des Champignons :

Tableau 1: Illustration de quelques Propriétés principales des Champignons (Delarras, 2007)

Structure filamenteuse, hyphes ou filaments a paroi souvent

composées de chitine, septés ou siphonnés - Espéces

Forme dimorphiques avec une forme levure qui se multiplie par
bourgeonnement ou scissiparité.
Croissance Croissance strictement apicale, puis ramification de I’hyphe
des hyphes

conduisant a la formation d’un mycélium ou thalle.

Métabolisme

Chimiohétérotrophes - Source de carbone et d’énergie :

molécules carbonées organiques - Suivant les espéces,

genéral peuvent lyser les polymeres complexes grace a des enzymes
extracellulaires :cellulose, amidon, pectines, mais aussi des
protéines et des lipides

Mode de Sexuée ou asexuée par I’intermédiaire des spores

reproduction

Habitats naturels et autres

Air, eaux, sols ....vivent en saprophytes ou parasites. -
Champignons pathogéne pour ’homme. - Matieres premieres
alimentaires, aliment... pouvant étre contaminés par des

moisissures toxinogenes.
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1.5 L’appareil végétatif :

I'appareil végétatif des champignons c’est le thalle,(Bouchet et al., 1999) se présente sous une
grande diversité structurale, classée en deux catégories principales : la forme unicellulaire ,
levure et la forme pluricellulaire mycélienne composée d'hyphes (Redecker, 2002). Certains
champignons peuvent adopter les deux formes, tandis que d'autres sont limités a l'une ou l'autre
(Jenninggs et Lysek, 1996) (Figure 2).

e iy = 4

Thalle plasmwodial

TMalle filamentens coernooy g e

Figure 2 : principaux types des thalles des champignons (NASRAOQOUI, 2015)

Selon Moulinier (2003), le thalle unicellulaire est une structure simple qui peut étre sphérique
ou subsphérique, la multiplication du thalle unicellulaire se fait soit par bourgeonnement, soit par
bipartition.

Le thalle pluricellulaire peut se présenter sous deux formes : siphonnée ou cloisonnée. Le
mycélium siphonné, ou coenocytique, est constitué de filaments depourvus de cloisons internes.
En revanche, lorsque le mycélium est cloisonné, il est composé de cellules cylindriques avec des
cloisons transversales qui les séparent tout en préservant la connexion des cytoplasmes grace a

des pores dans ces cloisons Ces champignons sont appelés septomyceétes.
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> Le thalle peut étre (Figure let 3) :
v" Unicellulaire

v' pluricellulaire

Figure 3 Diverses formes de croissance de champignons (a) Hyphe asepté.(b)
Hyphe ramifiée cloisonnée. Les septa sont indiqués par des fleches. (c) Cellules de
levure se divisant par fission binaire. (d) Cellules se divisant par bourgeonnement.
(Webster et al., 2007).

Cloisons = septa

Figure 4 : Structure de I’hyphe (A) hyphe coenocytique, (B) hyphe cloisonné
(Lecellier.,2013)
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1.6 La reproduction des champignons :
Cette étape représente le processus biologique par lequel de nouvelles génerations sont
engendrées a partir de leurs géniteurs. La reproduction chez les Myceétes se divise principalement en

deux types : la reproduction sexuée et la reproduction asexuee :

» asexuée (anamorphe), donnant des spores asexuees ;
» sexuée (téléomorphe), donnant des spores sexuées

1.6.1 Reproduction asexuée :

La reproduction asexuée se fait sans fusion de gameétes. Les champignons se multiplient par
bourgeonnement, mitose, fragmentation ou par formation des pores. La sporulation permet la
formation de divers types de spores (voir Figure 2). Ces spores peuvent résulter de la
fragmentation (arthrospores), étre produites endogenement a l'intérieur du sporocyste
(sporocystiospores), ou étre générées de maniere continue a I'extrémité de structures spécialisées

appelées phialides (conidiospores) (Lecellier, 2013).

J

N

Q \Sporocyste
I

Fragmentation Production endogene Production exogene
Arthrospores Sporocystiospores Conidiospores

Figure 5 : Différents modes de sporulation et les différents types de spores associées

( Lecellier.,2013)
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1.6.2 Reproduction sexuée
Le processus de reproduction sexuée des champignons se décompose en trois phases
distinctes : la plasmogamie, la caryogamie et la méiose (Jennings et Lysek, 1996). La
plasmogamie implique la fusion cellulaire de deux cellules haploides, formant ainsi une
cellule dicaryote contenant deux types de noyaux haploides. Lors de la caryogamie, ces
deux noyaux fusionnent, puis la meiose divise une cellule diploide en quatre cellules
haploides distinctes (Carlile et Watkinson, 1994) (Fig. 6)

Stade

héteérocaryotique
Structures productrices \
de spores Plasmogamie Caryogamie
{Fusion des cytoplas mes] {Fusion des noyaux)

Spores Re produr_:tlnrl Mycellum Reproduction Zygote
\, asextes sexuée J
Germination Germmatlon
Meiose
5p:|res /
Stade haploide (i) "\\_:jtructures productrices

de spores

1 Stade hétérocaryotique
(noyaux non fusionnés de parents différents)

| stade diploide {2n)

Figure 6: Reproduction chez les champignons

e Les spores de la reproduction sexuée sont différentes selon les groupes de champignons :

a) zygospore :
C’est la conjugaison gamétocystique entre 2 gamétocytes semblables qui fusionnent pour

donner une zygospore (Figure7) (Meliani, 2021).

/‘DCI — / 0= 9

|

Figure 7 : Formation de la zygospore (Meliani.,2021)
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b) Oospores :
Les oospores naissent du contact entre deux gamétocytes morphologiquement distincts lors de la

fusion gamétique. Durant la fécondation, le spermatocyste s'applique sur I'oogone et libere un tube
copulateur par lequel un ou plusieurs noyaux se fusionnent avec les oospheres, formant ainsi un ou

plusieurs zygotes qui évoluent ensuite en oospores(Figure8) (Meliani, 2021).

Spermatocyste

Oogone-,/)
Oosphere (n)/(\‘ @
Hvoh Oospore Tube
R (2n) copulateur

Figure 8 : Formation de 1’oospore (Meliani.,2021)

c) Ascospores :
Les ascospores se développent a l'intérieur d'un asque de maniére interne. Celui-ci provient

habituellement d’un hyphe ascogene, ou les noyaux de la cellule terminale dicaryotique

subissent une caryogamie, puis une méiose, suivie d'une mitose, produisant ainsi 8 noyaux

haploides qui se transforment en 8 ascospores.(Figure9)

. Q.
Formation O Mmowse Q ‘\SCOI'O"I
o de la parol o ” 8 .
collulairo ) o | Miose O
?Q 5 O | Asque
4 ~e o O
\o
Formation Zygoto f
do Crozior

Figure 9 :Formation de 1’ascospore (Meliani ., 2021).
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d) Basidiospores :
Les basidiospores émergent de maniére externe sur une baside, a partir d’hyphes dicaryotiques.
Les dicaryons subissent une caryogamie, suivie d'une méiose, produisant ainsi 4 noyaux haploides

qui se déplacent vers I'extrémité des stérigmates pour former 4 basidiospores.

Stervigmate Basiospore
Fusion de deux Neiore \
noOYaux oS
\y \

- ! \ -

. -

] P

O | : Basidium

Figure 10 : formation de basidiospores (meliani.,2021)

I.7Classification des champignons :

Les champignons forment un regne distinct appelé régne fongique, qui englobe a la fois des
especes visibles a I'ceil nu (macromycétes) et d'autres microscopiques (micromycetes) qui se
présentent sous forme de filaments ou de levures ( Chabasse et al. 2002).Aujourd'hui les
champignons sont considéres fondamentalement comme un groupe polyphylétique (Dube,
2013). Le regne fongique est composé de champignons dits inférieurs : les Chytridiomycota,
les Zygomycota et les Glomeromycota ; et de champignons dits supérieurs : les Ascomycota et

les Basidiomycota.(Garon, 2015)

1 t 1 ¢

Champignons Rasidiomychtes ,
2 Mycelivm £
supérieurs ‘ . Soon
Ascomycites Asque

Evolution

Champignons Gloméromycites
inférieurs { o o l 5

Zygomyciétes
Chytridiomycétes m,‘. 2

Figure 11 : principaux groupes des phylums fongiques (Garon, 2015)
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1.7.1 Chytridiomycota :

Les Chytrides sont un groupe de champignons principalement aquatiques, composé
d'environ 790 espéces (Raven et al., 2008). Ils sont caractérisés par leur unicellularité, leur
morphologie simple et leur présence de zoospores dotées d'un flagelle unique orienté vers
l'arriere. Les Chytrides constituent la lignée évolutive la plus ancienne des champignons
(James et al., 2006) et sont généralement coenocytiques, avec des cloisons rares a maturité Les
organismes de ce phylum sont majoritairement microscopiques, mais peuvent egalement
former un mycélium. La plupart des Chytrides sont saprophytes, aérobies ou anaérobies, et sont
capables de décomposer une grande variété de substrats. Ils jouent un réle important dans la
chaine alimentaire aquatique, en étant souvent des parasites de zooplancton ou de plantes
aquatiques. Les Chytrides sont également responsables de la chytridiomycose, une maladie

émergente affectant les amphibiens (Raven et al., 2008).

1.7.2 Zygomycota :

Ils comprennent environ 200 espéces, rassemblent des champignons saprophytes, ainsi
que des champignons parasites d'insectes (Entomophthorales), de nématodes, d'amibes
(Zoopagales) et de plantes. Les Zygomycetes sont caractérisés par un mycélium siphonné ou
coenocytique, une reproduction asexuée fréquente (Bouchet et al., 2005). Le nom de ce groupe
dérive d’une caractéristique de la phase sexuée du cycle de développement ; c’est une structure

appelées zygosporange (Raven et al., 2007).

1.7.3 Glomeromycota :

Ces organismes présentent des mitosporanges avec une seule spore mitotique et possedent
des mycéliums coenocytiques. Les Glomeromycota se reproduisent de maniéere asexuée par le
développement blastique des extrémités des hyphes, produisant ainsi des spores relativement
grandes contenant plusieurs centaines a des milliers de noyaux, comme I'ont souligné (Cordier,
2012) et (Fitter et al. (2011). Bien que ces champignons soient souvent invisibles, leur
importance écologique ne doit pas étre sous-estimée. lls jouent en effet un role vital dans les
écosystemes en établissant des symbioses avec les racines des plantes (endomycorhizes). Dans
ce type de symbiose, les hyphes fongiques pénétrent les cellules des racines, offrant ainsi aux
deux especes une augmentation des apports nutritifs, comme I'ont mis en évidence (Rosendahl,
(2008), Helgason et Fitter (2009), Murray et al. (2010), et Baomig et al. (2013)).

13
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1.7.4 Basidiomycota :

Les basidiomycota est une lignée majeure de champignons comprenant plus de 40 000
especes, dont pres d'un tiers des especes fongiques. Il comprend des groupes importants
comme, le charbon phytopathogénétique, la rouille et d'importantes levures industrielles. Les
espéces de Basidiomycota jouent également un réle essentiel dans I'écosystéme en participant
au cycle des nutriments. Sur la base des progrés des études systématiques au cours des dix
derniéres années, les relations phylogénétiques des Basidiomycota avec des donnees
multigéniques et génomiques. Avec les temps de divergence comme critére supplémentaire et
le systeme des Basidiomycota ont été tous révisés. Un apercu des Basidiomycota a été présenté,
comprenant quatre sous-embranchements, 18 classes, 68 ordres et 241 familles.( Mao-Qiang
He et al., 2021)

1.7.5 Ascomycota :

Les organismes du phylum Ascomycota comptent 45000 especes décrites a ce jour
(Hawksworth, 2001 ; Taylor et al., 2004) et constituent la quasi totalité des champignons
capables de former des associations lichéniques. Des modes de vie saprophytes et parasites sont
également largement répandus. On retrouve également chez ces organismes les champignons
utilisés en agroalimentaire (Saccharomyces cerevisiae) ou en pharmacologie (Penicillium

chrysogenum).
1.7.6. Deuteromycota :

Le groupe des Deuteromycota (les champignons imparfait) englobe tous les champignons
qui ne produisent ni ascospores ni basidiospores, se reproduisant plutét par la formation de
conidies. lls peuvent étre unicellulaires, sous forme de levures, ou présenter un thalle
filamenteux septé (Botton et al., 1990). D'un point de vue axonomique, ils représentent un
ensemble artificiel en attente d'une classification définitive parmi les ascomycétes et les

basidiomyceétes.
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Tableau 2: Photographies de 5 gernres représantant les 5 phyla des champignons

Rhizophidiumsp.
(d’aprés http://www.mycolog.com)

Pilobolussp.
(d’aprés www.mycokey.com)

Agaricussp.
(d’apres www.mycoweb.org)

Chytridiomycota

Zygomycota

Basidiomycota :

Gaflielasp. )
(d’aprés http://www.clarku.edu)

Asergillus nier
(d’apréswww.mycokey.com)

Ascomycota :

Deuteromycota :
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Chapitre Il: Les métabolites des champignons marins a effets antimicrobiens

| -Le milieu marin, un reéservoir de biodiversité microbienne et de
chimio-diversite :

Le milieu marin est 1’habitat de plusieurs organismes qui vivent dans des conditions
complexes avec des variations extrémes de pression, de salinité, de lumiére et de température
(Munn, 2004). La diversité des espéces des organismes marins et leur environnement de vie
complexe leur permettent de produire des métabolites secondaires nouveaux et uniques dotés de
bioactivités beaucoup plus puissantes que leurs homologues terrestres (Schwartsmann, et
al ;2001). Récemment, il a été prouvé que le milieu marin posséde de nombreuses formes
fongiques uniques. Les champignons marins sont largement répartis depuis les eaux peu
profondes jusqu'aux profondeurs de la mer, méme jusqu'aux couvertures de glace polaires. lls
sont présents dans divers substrats marins, notamment la matiére inorganique, les communautés
microbiennes, les plantes, les invertébrés et les vertébrés (Singh, et al ;2011). Par conséquent,
les champignons marins constituent une source potentielle de production de composés naturels

dotés de nouvelles structures et de diverses activités biologiques (Rateb,et Ebel, 2011).

Les substances chimiques de colonisation, de répulsion, correspondent a la demande actuelle en
molécules naturelles bioactives. En effet, beaucoup de ces molécules sont des agents
thérapeutiques potentiels susceptibles de renforcer ou de diversifier les gammes existantes en
antibiotiques, anti tumoraux, pesticides, etc..... (Valls et al. (1993); Manéchal et al. (2004) ;
Charles (2008), Younes et al. (2009)).

Aujourd’hui, le domaine marin constitue une piste privilégié de recherche et un champ immense
d’investigation pour les chercheurs qui travaillent sur les substances naturelles bioactives.
Plusieurs chercheurs ont étudié ces métabolites secondaires pour la recherche de nouvelles
structures chimiques a activité biologique (Younes et al., (2009) ; Paul et Puglisi (2004);
Kubanek et al.,(2003); Steinberg et de Nys (2002); Engel et al. (2002); Ren et al. (2001).
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1.1 Découverte du potentiel antimicrobien des champignons Marins :

La recherche de nouveaux composés issus du milieu marin ayant des applications
biomédicales prometteuses ne cesse de croitre. Environ 100 nouveaux composes produits par
des champignons marins ont été décrits entre 2000 et 2005, et 690 métabolites ont été
découverts en 2010. En 2016, 1 277 nouveaux composés marins ont été signalés, dont 36 %
provenaient de champignons marins, et ce chiffre ne cesse de croitre (Vitale et al., 2020).
Beaucoup de ces meétabolites possédent de nouveaux types et ont le potentiel d'étre
développés en tant qu'agents thérapeutiques (Macheleidt, et al 2016). La découverte de
plusieurs nouveaux taxons de champignons marins dotés d'une activité métabolique unique et
produisant de nouveaux composes dotés de diverses activités biologiques illustrent clairement
que les champignons marins sont une source potentielle de nouveaux métabolites secondaires
(Yuan, et al 2006).

11 Métabolites fongiques :
Il existe deux grands groupes de métabolites : les métabolites primaires (indispensables au
développement et a la reproduction de I’organisme) et les métabolites secondaires (non

essentiels a la croissance mais ayant un role dans la fonction écologique).

I1.1 Production de métabolites primaires :

Ces composés peuvent étre des produits intermédiaires ou finaux de voies métaboliques
partagées par divers organismes (Bérdy, 2005 ; Deacon, 2005). lls sont généralement
produits pendant la phase exponentielle de croissance mycélienne, avec une production accrue
en fin de phase (Horgan et Murphy, 2011). lls jouent des réles spécifiques dans le
métabolisme, la constitution cellulaire et la reproduction (Bérdy, 2005 ; Deacon, 2005 ;
Horgan et Murphy, 2011), et comprennent des éléments tels que des sucres, des acides
aminés, des peptides, des protéines, des lipides, des vitamines, des acides nucléiques et des
enzymes (Deacon, 2005 ; Horgan et Murphy, 2011). Parmi les métabolites primaires des
champignons médicinaux, les polysaccharides, les protéines et les enzymes sont les plus

étudiés.

11.1.1. Les polysaccharides

Les polysaccharides produits par les champignons sont des métabolites de haute masse

moléculaire. Ils peuvent étre classés en a-glucanes (par exemple, amidon, cellulose ou
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chitine) et en B-glucanes. Les a-glucanes possedent une bioactivité faible ou inexistante
(Jiang et al., 2010 ; Grienkeet al., 2014). En revanche, les B-glucanes et leurs dérivés sont
connus pour leurs importantes propriétés immunomodulatrices et antitumorales (Moradali et
al., 2007 ; Grienke et al., 2014)

Des études menées sur des polysaccharides produits par Fomentarius (2008) ont montré in
vitro un effet antiprolifératif sur les lignées cellulaires MKN45 et SGC7901 de cancer
gastrique humain sans étre cytotoxique (Chen et al., 2008 ; Chen et al., 2011) et d’autres a
effet immunostimulateur (Gao et al., 2006)

11.1.2. Les proteines

Les champignons produisent de nombreuses protéines et peptides bioactifs ;
principalement des lectines, des protéines immunomodulatrices fongiques (FIP), des protéines
inactivant les ribosomes (RIP) et des protéines antimicrobiennes (Xu et al., 2011). Les
protéines fongiques immunomodulatrices (FIP ; pour Fungal Immunomodulatory Protein)
constituent une nouvelle classe de protéines bioactives ayant la capacité de cibler des cellules
immunitaires et un réle important dans I’activité antitumorale (Moradali et al., 2007 ; Chang
et Miles, 2004 ; De Silva et al., 2012 a). Plusieurs protéines sont produites par les especes de
Ganoderma (Paterson, 2006 ; Boh et al., 2007), telle que la FIP-LZ-8 de G. lucidum a une
activité mitogénitique, elle est un activateur puissant des lymphocytes T, et un médiateur par

la régulation des cytokines de I'expression des intégrines.

11.1.3. Les enzymes

Les champignons produisent une variété d’enzymes pour se maintenir en vie, CeS
enzymes ouvrant d’énormes possibilités devant leurs utilisations industrielles et écologiques

(Hanson, 2008 ; Horgan et Murphy, 2011).
On distingue classiquement quatre grandes catégories d’enzymes :

R/
*

*

Les cellulases
% Ligninases
% Les protéases

s Les Amylases
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11.1.3.1. Les cellulases :
Les champignons de pourritures blanches sont capables de produire au moins trois

classes d’activités cellulolytiques pendant leur croissance sur substrat cellulosique (Archer et

Wood, 1995 ; Schmidt, 2006) ;

v Endo B (1-4) glucanases (B-endoglucanases).
v" Exo B (1-4) glucanases ( cellobiohydrolases, CBH).
v" B (1-4) glucosidases.

11.1.3.2. Ligninases :

La lignine est un polymere tridimensionnel constitué principalement d’unités de
phénylpropanes qui incruste avec les hémicelluloses les microfibres cellulosiques. La
production des ligninases n’est induite qu’en présence de lignine et dans des conditions

d’épuisement de nutriments et spécifiquement 1’azote (Archer et Wood, 1995).

11.1.3.3. Protéases :
Les protéases fongiques sont de plus en plus recherchées et étudiées .Ces enzymes
dégradent les protéines en peptides et en acides amines et elles sont divisées en exopeptidases

et endopeptidases (Kudryavtseva et al., 2008)

11.1.3.4. Amylases :

Les amylases hydrolysent les liaisons glucosidiques o(1-4) et o(1-6) a partir de
I’extrémité non-réductrice et libérent des molécules de glucose (Archer et Wood, 1995 ;
Horgan et Murphy, 2011). Toutefois les a-amylases fongiques dégradent principalement les
liaisons a(1-4) et ont une faible activité sur les liaisons a(1-6) (Archer et Wood, 1995 ;
Tawil et al., 2012).

11.2. Production des métabolites secondaires :

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires ne sont pas
directement essentiels a la croissance (Deacon, 2005 ; Bérdy, 2005). Leur véritable réle reste
ambigu et a été largement debattu ces derniéres années. En genéral, ils sont produits pendant
la phase stationnaire de croissance et sont parfois associés a la différenciation et a la

sporulation, ce qui a conduit au consensus qu'ils pourraient jouer des roles liés a des fonctions
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biologiques essentielles, comme la survie (Demain et Fang, 2000 ; Horgan et Murphy,
2011). lls tendent a étre spécifiques & un genre, une espéce, voire une souche particuliére
(Deacon, 2005 ; Bérdy, 2005). Ces métabolites secondaires sont divisés en plusieurs familles
principales: les polycétides, les peptides non ribosomiques, les alcaloides, les terpénes, les
lipides et les dérivés de 1’acide shikimique. lls sont synthétisés par des complexes
enzymatiques, codés par des groupes de genes. Ces enzymes fusionnent des unités
constitutives provenant du métabolisme primaire. Elles forment ainsi des molécules plus

complexes, souvent bioactives et présentant une grande chimio-diversité.

11.2.1 Alcaloides :

Les alcaloides représentent 20% des métabolites actifs fongiques. lls sont des composés
chimiques naturels contenant des atomes d’azote basiques. Ce sont des métabolites
secondaires assez fréquents chez les champignons et certains d’entre eux ont montré une
activité antimicrobienne (Souza et al., 2004), antifongique, antitumoraux (Yuet al., 2010). Ils
ont également une activité pharmacologique significative et sont majoritairement dérivés des
acides aminés. L’une des voies de synthése principale des métabolites secondaires des

champignons est celle qui vise a produire des alcaloides vrais (alcaloides indoliques).

11.2.2 Terpénoides :

IIs représentent 15% des métabolites fongiques d’origine marine bioactifs Cette famille de
molécules est structuralement tres diverse. Les principaux terpénoides isolés a partir des
champignons sont : les sesquiterpénes, les diterpénes et les triterpénes (Yuet al., 2010). Au
cours de la période 2006-2010, 65 sesquiterpenes, 45 diterpénes, 5 monoterpenes et 12 autres
terpenes, représentant 127 terpénoides, ont été isolés des champignons et ont tous une activité

biologique telle qu’antimicrobienne, anticancéreuse et antiprotozoaire (Souzaet al., 2004).

11.2.3 Peptides non ribosomiques :

Les peptides fongiques actifs sont moins abondants que les polycétides. Pourtant ils sont,
depuis tres longtemps, au coeur de nos systemes de santé. En effet les premiers antibiotiques
comme les beta-lactames (pénicilline, céphalosporine), appartiennent a cette classe de
molécules. Les peptides non ribosomiques sont des métabolites secondaires que ’on retrouve
chez les bactéries et les champignons. lls sont synthétisés par des NRPS (Non Ribosomal
Peptid Synthase) qui sont des grands complexes enzymatiques multi- domaines (Tambadou,
2014). De nombreux peptides non ribosomiques produits par les champignons présentaient

des activités antimicrobiennes, telle que la leucinostatine A produite par Acremonium sp. lls
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ont aussi un intérét pharmaceutique comme la cryptocandine A (antimycosique) déecrite chez

Cryptosporiopsis quercina (Strobel et al., 1999).

11.2.4 Polycétides :

Les polycétides, qui représentent 40% des molécules bioactives fongiques marines sont
synthétisés par des Polyketide Synthases (PKS). Il existe différents types de PKS chez les
champignons : les PKS de type I. Leurs structures et leurs fonctions sont trés diverses, dont
beaucoup possedent des activités pharmacologiques. Certains d’entre eux, comme par
exemple la lovastatine, la codinaeopsine et I’acide cytosporique ont une activité thérapeutique
(Keller et al., 2005 ; Raghunath et al., 2012 ; Crozet et Canard., 2016). Certains d’entre
eux, comme par exemple la lovastatine .et les PKS de type Ill, ont été découvertes lors du
séquencage de génomes fongiques (Gensheimer et Mushegian ., 2004).

11.2.5 Les composés phénoliques :

Sont un groupe hétérogéne de métabolites végétaux et fongiques (Podkowa et al., 2021). Ce
sont des métabolites secondaires formés par des cycles aromatiques et des groupes hydroxyle,
reconnus comme de puissants antioxydants chez les plantes et les champignons ; ces
molécules sont produites comme un moyen de défense contre les U.V, les insectes, les virus et
les bactéries. Ils constituent un groupe vari¢ avec de grandes structures telles que les tanins et

de petites structures telles que les acides phénoliques... (Quintero-Cabello et al., 2021).
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Tableau 03: Les majeurs groupes des métabolites secondaires

Groupe Structure Exemple
O /CH3
HiC N N
Alcaloides )\ | /> la strychnine,
9] N N l'aconitine, 1'atropine
CHy
(Jeanot, 2005).
H =
O le menthol,
Terpénoides o l'eucalyptus ou le
citral
H
(strobel et al., 1999).
Polycétides Macrolides -
Picromycine
(shen, 2003).
Peptides non Enniatine

ribosomiques

w ﬁx

%“ P800 P N

Syringomycin E

(Sieber et marabhiel ., 2005).
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M Polycétides
M Alcaloides
Peptides
M Shikimates

M lipides

M polyketides

Figure 12 : Famille de molécules actives chez les champignons marins (Rateb et Ebel, 2011)

111 Les Champignons Marins : Sources Innovantes de Metabolites

Secondaires Bioactifs pour Applications Biologiques :

La production de métabolites secondaires physiologiquement actifs dépend essentiellement
des micro-organismes marins, en particulier des champignons. Comparativement aux
champignons terrestres, les champignons marins ont développé des voies métaboliques
secondaires qui se sont révelées étre une source importante de nouveaux produits biologiques
naturels. Il a été démontré que les champignons produisent des produits chimiques bioactifs
qui peuvent étre utilisés pour lutter contre le cancer et les infections microbiennes pathogenes
(Wiese et al., 2011). Les champignons marins produisent une abondance de composés
bioactifs bien connus, notamment des composés anticancéreux, antibiotiques, antiviraux, anti-
angiogéniques et des molécules antiprolifératives. Curieusement, un grand nombre de
molécules antioxydantes ont été identifiées qui, en raison de leurs propriétés uniques, peuvent
étre utilisées dans divers domaines, notamment 1’alimentation, les cosmétiques et les produits
pharmaceutiques. L'utilisation de produits derivés de champignons marins présenterait
plusieurs avantages par rapport aux antioxydants synthétiques et a ceux dérivés de sources
non renouvelables, telles que les plantes, en termes de réduction des co(ts et de durabilité des
processus. (Vitale et al., 2020).
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I11.1 Les champignons marins comme une source antibactérienne :

La surutilisation des antibiotiques a conduit a I’émergence et au maintien de résistances
aux médicaments. Les agents pathogénes ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa et
Enterobacter) sont responsables d'une variété de maladies infectieuses avec un large éventail
de résistances aux médicaments cliniques actuels (Boucher, ef al .2009) il est donc urgent de
développer de nouveaux antibiotiques (Kumarasamy, et al ;2010), (Wang, et al .2017). Les
produits naturels ont historiquement joué¢ un rdle important dans le développement de
nouveaux agents antibactériens (Moloney, ef al.2016). Les produits naturels caractérisés a
partir d’organismes d’origine marine sont considérés comme de plus en plus importants pour
le développement de médicaments (Molinski, ez al .2009), (Wiese, et Imhoff, 2019). Ces
derniéres années, plus de 1 000 nouveaux composés ont ét¢ identifiés chaque année a partir
d’organismes vivant dans des habitats marins (Blunt,et al ;2018),(Carroll, et al ;2020), ce
qui suggere le grand potentiel de la découverte de nouvelles entrées chimiques provenant
d’organismes d’origine marine. Les champignons du genre Aspergillus isolés d'un
environnement marin se sont révélés étre de riches sources de découverte de nouvelles entités

chimiques antibactériennes et antifongiques (Song, et al .2012),(Ding, et al .2019)

II1.2 Les champignons marins comme une source d’antiviraux:

Les virus englobent un groupe prodigieux de micro-organismes provoquant diverses
maladies infectieuses. Des études scientifiques récentes ont triomphalement rapporté de
nouveaux agents antiviraux, qui inhibent généralement le cycle de réplication du virus en
affectant les facteurs importants de la cellule hote pour la réplication du virus et/ou les
¢léments viraux (Lou,Z j;et al2014). Malgré le développement marqué des produits
pharmaceutiques antiviraux au cours des dernicres décennies, les patients souffrant
d’infections virales sont gravement touchés par I’échec du traitement, principalement en
raison de I’émergence de virus recombinants, de la résistance aux médicaments et de la
toxicité cellulaire (Tantillo, ef al.1994),(Gilbert, Boivin,2005). L'accent mis sur le potentiel
antiviral des composés isolés de champignons marins a ét¢é mis en lumic¢re en 1998 apres
l'isolement de la stachyfline de Stachybotrys sp . RF-7260 par Taishi et ces collaborateurs ; il
avait une activité¢ antivirale prometteuse contre le virus de la grippe A (HIN1) (Taishi, e?
al.1998). Le VIH provoquant le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est le

principal facteur contribuant a ’augmentation de la mortalité due aux maladies infectieuses
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dans le monde entier (Armstrong, et al.1999). L'équisétine et son nouvel homologue
énantiomérique, la phomasétine , isolés respectivement des champignons marins Fusarium
heterosporum et Phoma sp., ont présenté une activité inhibitrice in vitro contre l'enzyme

intégrase du VIH-1, qui est une enzyme importante pour le cycle de réplication du VIH-1.

I11.3 Les champignons marins comme une source d’anti inflammatoires :

Les maladies inflammatoires sont aujourd’hui I’une des pathologies les plus courantes, il
est donc nécessaire de trouver de nouvelles sources d’agents anti-inflammatoires. Une étude
récente des champignons marins a identifi¢ 133 métabolites anti-inflammatoires, polycétides
et terpénoides. Cependant le potentiel anti-inflammatoire des lipides d'origine fongique a été
peu étudié, méme si de fortes propriétés anti-inflammatoires et anti-thrombotiques ont été
trouvées dans des fractions lipidiques du champignon entomopathogeéne Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) Vuill. (Tsoupras, et al.,2022). Les phlorotannins individuels isolés des algues
brunes Ecklonia sp. et Eisenia sp. présentent une forte activité anti-inflammatoire par
I’inhibition de : la production de NO induite par le LPS les niveaux de protéines iNOS et
COX-2 ; la génération de ROS induite par la t-BHP dans les cellules de macrophages murins
RAW 264.7 (Jung et al., 2013)

I11.4 Les champignons marins comme une source d’anti- cancéreux :

Le cancer est un probléme de santé publique majeur dans le monde entier et représente
le deuxiéme taux de mortalité le plus élevé pour tous les groupes d'age. (Siegel et al., 2022).
Selon 1‘organisation mondiale de la sant¢ (OMS), le cancer le plus fréquemment diagnostiqué
dans le monde est le cancer du sein avec plus de 2,20 millions de cas enregistrés en 2020
(OMS, 2020) (https//www.who.int/fr/news-room/fact- sheets/detail/breast-cancer).

Récemment, 1’exploration de nouveaux agents anticancéreux contre les CRC issus de la
microbiologie marine a attiré beaucoup d’attention. Les microbes marins tels que les
champignons, les algues, les bactéries et le plancton représentent jusqu’a 98 % de la biomasse
des mers mondiales. Avec I’avancement des techniques biotechnologiques marines, plusieurs
articles ont révélé la grande puissance de I’extraction de micro-organismes marins pour la
production de composés bioactifs. Parmi eux, les bactéries et les champignons sont les
principales cibles des études concernant la production de nouveaux métabolites bioactifs
(Salazar, et Sunagawa, .,2017). les micro-organismes marins restent encore limités en
exploration et offrent une grande puissance pour obtenir de nouveaux composes actifs. Une

étude précédente a démontré que les acides gras polyinsaturés (AGPI) issus de microalgues
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marines ont une forte inhibition contre la lignée cellulaire HT-29. (Committee on the
Ocean’sRole in HumanHealth;1999)

I11.5 Les champignons marins comme une source antioxydante :

Une substance antioxydante est toute substance qui retarde ou qui empéche la
détérioration, le dommage ou la destruction par oxydation (Dekkers et al., 1996). Il s'agit de
plusieurs substances organiques, Ces composés naturels ayant une activité antioxydante ont
été explorés dans les organismes marins (Lee et al,2003 ; Haat al,2013). Ces composés sont
des ingrédients naturels intéressants dans plusieurs domaines, comme les conservateurs
alimentaires, les ingrédients fonctionnels pour inhiber l'action des ROS, prévenant les
dommages oxydatifs associés a plusieurs maladies (Lordan ef al,2011), ou encore les
cosmétiques pour se protéger contre les dommages oxydatifs associés a l'irradiation UV et au
photovieillissement.(Pallela, 2014). Certains composés, tels que les polysaccharides isolés de
champignons filamenteux marins comme Penicillium sp. ont également été identifiés comme

agents antioxydants.
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Chapitre I1I: Diversite et importance des Aspergillus marins

| Le genre Aspergillus

1.1 Historique

Découvert en 1729 par un prétre et botaniste italien du nom de Pier Antonio Micheli
(Etymologia: Aspergillus 2006). Le genre Aspergillus doit son nom au goupillon utilisé par
les prétres pour répandre I’eau bénite, « aspergere » signifiant éparpiller en latin. En effet, les
tétes aspergillaires observées au microscope ont la méme forme que 1’ustensile religieux
(Figure 13). Environ un tiers des especes d’Aspergillus sont connues pour avoir un stade
sexuel. Certaines espéces sont connues pour provoquer des infections fongiques, d'autres ont
une importance commerciale (Geiser ,2009). Certaines espéces peuvent provoquer des

infections chez I'nomme et d'autres chez les animaux.

Figure 13 : Goupillon religieux et téte aspergillaire (ANOFEL., 2016)

Plus de 60 especes d'Aspergillus sont des agents pathogenes pertinents sur le plan
médical, d’autres espéces sont importantes dans les fermentations microbiennes
commerciales. Par exemple, la moisissure koji telle qu'Aspergillus oryzae est utilisée pour
d'abord décomposer les amidons en sucres plus simples Les Aspergillus spp. sont connus pour
produire de l'anthraquinone qui a une importance commerciale en raison de ses propriétes
antibactériennes et antifongiques. La plus grande application d'Aspergillus niger est peut-étre
comme source principale d'acide citrique ; cet organisme représente plus de 99 % de la
production mondiale d'acide citrique, soit plus de 1,4 million de tonnes. A. niger est
également couramment utilisé pour la production d'enzymes comme la glucose oxydase, le

lysozyme et la lactase. (https://en.wikipedia.org/wiki/Aspergillus).
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1.2 Morphologie et reproduction :

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux a thalle hyalin. Celui-ci va étre
constitué¢ de mycélium segmenté d’ou vont partir de nombreux conidiophores, se terminant en
vésicule. Ces veésicules, plus ou moins arrondies, sont recouvertes de phialides qui produisent
les spores asexuées ou conidies et forment ainsi des tétes aspergillaires unisériées ou bisériees
(figure 14) La différentiation d’espéce se fait en partic via la morphologic de ces tétes
aspergillaires. (Association Francaise des Enseignants de Parasitologie medicales

(ANOFEL) (2016).

Phialide

Métule

| e, o mes MR

Figure 14 : Schéma d'une téte aspergillaire (Anofel 2016).

Les Aspergillus présentent, pour la plupart des espéces, les deux modes de reproduction :
sexuée et asexuée, ils sont donc holomorphes (Figure 15). La découverte de reproduction
sexuée de certaines especes se fait encore aujourd’hui.

Emissions
des spores (ou conidies)
wvéhiculées par lair

Formation de l'appare
reproducteur asexué
(ou “tétes aspergillaires”)

Depdt puis germination
des spores sur un
substrat organique

Cycle facultatif
de reproduction
sexuée (cléistothéces,

asques, ascospores)

Production de
filaments
mycéliens

Formation
du mycélium
végétatif

Figure 15 : Cycle de reproduction des Aspergillus (Anofel 2016).
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1.3 Classification :

Selon Charles et Kenneth (1945), la classification du genre Aspergillus est comme suit:

% Regne: Fungi

/7
*

Division: Ascomycota

X/
°e

Classe: Eurotiomycetes

X/
°e

Sous-classe: Eurotiomycetidae

*

% Famille: Trichocomaceae
% Genre: Aspergillus

% Plus de 185 espéces

1.4 Identification des Aspergillus :

Aspergillus est un genre de champignons largement répandu dans les environnements
marins (Liu et al.,2018 ; Dell’Anno et al.,2022) Les especes communes comprennent A.
fumigatus, A. niger, A. versicolor, A. flavus, A. ochraceu, A. ticus, A. terreus,
etc...,L'identification des Aspergillus marins repose sur une combinaison de méthodes
morphologiques, moléculaires et phylogénétiques. Les chercheurs commencent souvent par
isoler les champignons a partir d'échantillons marins. Les caractéristiques morphologiques
(Tableau 04), comme la structure des spores et les motifs de croissance sur différents milieux
de culture, fournissent une premiére indication de l'espéce. Cependant, en raison des
similitudes morphologiques entre les especes d'Aspergillus, les méthodes moléculaires sont

cruciales pour une identification précise.
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Tableau 4: Caractéres d’identification des espéces d’Aspergillus (WWW.memobio.fr)

orangeé a brun foncé

30

Aspergillus Aspect_ TeFe . Conidiophore Vésicule Conidies Commentaires
macroscopique | aspergillaire
Blanc puis vert, Court (300um),
vert-gris puis vert lisse, incolore, Hémisphérique, |Rondes, vertes,
A fumigatus foncé a gris-noiratre Unisériée évasement 20-30um, échinulées ou Pousse bien a
' g Verso : incolore, [Encolonne  progressif au phialides au lisses 50°C
jaune, vert ou brun- sommet (aspect en sommet 2,5-3um
rouge massue)
PIVEERSE! Long (jusqu'a Grosses (3,5-
poudreux, blanc
o L ., 2,5mm) 4,5um)
puis jaune a jaune- Radiée - X
X Souvent Sphérique (25- |globuleuses a
A. flavus  vert Uni ou
. S verrugueux 45um) subglobuleuses,
Verso : incolore,  |bisériée b "
s incolore vert péle,
JOE3 69N LT Parois épaisses échinulées
foncé P
Blanc puis jaune Long: 1,5-3mm idi
uis granuleux et . Large 15-20pum L CIOESES EEIOUES
. puts Radiée : Sphérique (30- |globuleuses (3,5-
AL =IO ratre Bisériée AT 100um) 5um), brunes
Verso : incolore a Incolore a jaune H oHmM), LI :
A A échinulées
jaune péale brun
Forme sexuée
Duveteux i : Emericella
oudreux, vertes AUElULEE
poudreux, ve Bisériée Court : 75-100pm, |, . . . Conidies (3- Présences de
. foncé a jaunatres ; Hémisphérique e A
A. nidulans . N En colonne  sinueux, brun, 3,5um), vertes, cléistothéces,
(cléistothéces) . (8-10pm) VI .
] A courte lisse échinulées d'asques,
Verso : rougeatre, .
ourpre d'ascospores et
P de cellules
noisettes
Duveteuse a Bisériée Conidies petites  |Aleuries
poudreuses, beige a [En colonne 100-250um, lisse, Hémisphérique (1,5-2,5um),\llsses, solltalr,es a basg
A. terreus cannelle longue E globuleuses a tronquée formees
F o incolore (10-16pum) Bs ”
Verso : jaune a Aspect en légerement latéralement sur
brun-orange éventail elliptiques le mycélium
Ocre puis de
couleu_r variee Conidies (2- Pinceaux
(rose, jaune, ocre, s Long (500- )
A. versicolor \vert Blse_rllee 700um), lisse Ovale (12-16pum) Sl evoquant
' T Radiée b R ' globuleuses, un Penicillium
Verso : incolore ou jaunatre S .
L . échinulees Cellules noisettes
jaune a brun-
rougeatre
Poudreux de N
Unisériée
couleur verte +/- - Globuleuses ou
A - . Radiée ou en . o
taches jaune vif L Ronde ou en ovales, grandes,  |Cléistotheces
A. glaucus . X forme de Lisse incolore . )
(cléistothéces) colonnes massue finement jaunes abondants
Verso : jaune laches rugueuses
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Il. Diversite des Aspergillus marins : Exploration des origines et Habitats :
Ces dernieres années, les champignons marins ont attiré l'attention des chercheurs en
raison de leurs composés bioactifs (Rani et al .,2021) ;(Xu et al ., 2020) ;(Quang et al
.,2022). En combinaison avec une série d’excellentes études antérieures, ils ont mené une
étude complete des composés antibactériens produits par les champignons Aspergillus de
différentes origines marines au cours de la période 2021-2023. Les nombres signalés
d'Aspergillus provenant d'animaux marins, d’algue, de plantes, de mangroves, de sable,
d'herbiers marins, de coraux, d'éponges, d'eau de mer et de sédiments marins sont présentes
dans la (figure 16). La plupart des Aspergillus provenaient d'éponges, représentant 23,30 %.

Les Aspergillus dérivé du corail marin arrive en deuxieme position, représentant 16,7 %.
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Figure 16 : La proportion de composés Aspergillus provenant de différentes sources marines
(Lietal ., 2022)
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[11 - L’importance des Aspergillus marins : une source clé de composes

bioactifs :

Les Aspergillus marins sont des ressources importante dans la production de produits
naturels actifs, tels que les stéroides, les flavonoides, les azolones, etc....(Li et al.,2022 ;
Jiang et al.,2020) Ces métabolites sont structurellement divers et présentent un large éventail
d’activités biologiques, notamment anticancéreuses, antivirales, antibactériennes, anti-
inflammatoires, hypolipidémiantes et antidiabétiques (Youssef et al .,2019 ; Xu et al .,2022)
En raison de la large gamme de sources d'Aspergillus, des divers métabolites secondaires et
de I'étendue des activités biologiques, la recherche sur les métabolites d'Aspergillus a attiré
beaucoup d'attention. Par conséquent, une série d’excellentes critiques sur ce sujet ont été

publiées jusqu’a présent (Bazkar et al .,2022 ;Jiang et al .,2020)

» L’importance médicinale et chimique des Aspergillus marins: un trésor
inexploité.

Les Produits naturels provenant du genre Aspergillus d’origine marin présentait une
grande diversité chimique et des valeurs médicinales importantes, offrant un potentiel
inexploité pour les médicaments et les médicaments candidats. Ce genre d'inspiration
marine est un modele solide depuis sa découverte il y a prés de 50 ans en tant que trésor de
médicaments candidats d'origine naturelle. L’accumulation de centaines souches
d’Aspergillus d’origine marine dans le monde, ainsi que prés de 30 ans de recherche dans
I’industrie et le monde universitaire, ont créé une ressource permettant de distinguer la
biosynthese de métabolites naturels entre des souches écologiques étroitement liées. Ce
rapprochement a déja mis en lumiére la dynamique de la production de génes microbiens et
permettra de mieux comprendre les voies de création d'une nouvelle diversité structurelle.
L'idée selon laquelle de nouveaux taxons microbiens habitant les environnements
aquatiques représentent une origine prometteuse pour l'exploration de produits naturels a
été étayée par des études biochimiques détaillées du genre Aspergillus d'origine marine.
Par la suite, I’intérét pour ces espéces marins s’est accru et est devenu un élément essentiel
de diversité chimique . La plupart des métabolites d'Aspergillus marin ont démontré
d'excellents effets anticancéreux, antibactériens et antiinflammatoires, principalement des
ophiopolines, des dérivés biphényliques et des alcaloides, respectivement. (Raha et al
.,2021).
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Chapitre IV : Matériel et Méthodes

L. Introduction :
Les champignons marins, connus pour leur incroyable diversité, jouent un réle crucial dans
les ecosystemes marins. lls se développent dans une variété d'habitats, allant des sédiments
profonds aux algues en surface, et possédent des capacités uniques d'adaptation aux

conditions extrémes.

L'objectif de cette étude est d'évaluer la diversité fongique présente dans les échantillons
de sable et d'algues collectés sur différentes zones cotieres de Mostaganem, en Algérie. Les
sites sélectionnés pour I'échantillonnage comprennent les plages de Hadjadj, Cap Ivi,
Salamandre, Sablette et Sidi EI Majdoub. Cette recherche vise a ‘isoler et 'identifier des
champignons potentiellement actifs contre des bactéries pathogénes comme elle pourrait
contribuer de maniére significative a la découverte de nouvelles substances antibactériennes
d'origine naturelle. La méthodologie adoptée pour cette étude repose sur des techniques
d'échantillonnage rigoureuses et des procédures de laboratoire précises pour garantir des
résultats fiables et reproductibles ,Cette étude a été réalisée au Laboratoire de Recherche de
Microbiologie et Biologie Végétale, situ¢ au sein de l'université d’Abdelhamid Ibn Badis
(Mostaganem). Les travaux de laboratoire ont débuté en février 2024 et se sont poursuivis
jusqu'a juin de la méme année. La durée étendue de cette étude a permis une exploration
approfondie de la diversité fongique présente dans les échantillons et une évaluation

rigoureuse de leurs propriétés biologiques.

La section suivante détaillera les matériaux et les méthodes utilisés dans cette recherche,
incluant les sites d'échantillonnage, les protocoles de collecte, les techniques d'isolement des
champignons et les tests d'activité antibactérienne. Ces étapes sont cruciales pour garantir

I'intégrité et la pertinence des résultats obtenus

Il Présentation de la Zone d'Etude :

Mostaganem est la 27eme Wilaya dans l'administration territoriale Algérienne. Elle se
trouve au nord-ouest de I'Algérie sur la méditerranée, a 350 Km a I'ouest d'Alger (Capitale) et
a 80 Km a I'est d’Oran.

Mostaganem étant une wilaya cotiere d’un littoral qui s’étend sur 124 km, elle représente
une zone tampon entre les villes de ’intérieur du pays et les pays du bassin méditerranéen, de
ce fait, elle joue un role prépondérant dans les différentes activités économiques, industrielles

et commerciales Ainsi, la wilaya de Mostaganem dispose d’atouts économiques, dont
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I’exploitation offre des perspectives de développement économique prometteuses dans les
domaines agricoles, maritimes, industriels, touristiques et halieutiques (Inspection de

L’environnement, 2003)
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Figure 17 : Localisation de la zone d’étude, la wilaya de Mostaganem
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1.1 Sites d’échantillonnage :

La présente étude a été menée le long de la cote de la wilaya de Mostaganem, située sur la
cbte nord-ouest de I'Algeérie. Cette région est caractérisée par une diversité écologique
significative, influencée par la Méditerranée et ses conditions environnementales particuliéres.
Les échantillons ont été collectés sur cing plages distinctes, chacune offrant un écosysteme
marin propice a I'étude des champignons Nous avons choisis cing plages pour notre étude :
Cap Ivi, Hadjadj, Sidi EI Madjdoub, Sablette et Salamandre.

A) Plage de Cap lvi :
Située sur la corniche des Dahra, a 25 km au Nord-Est de Mostaganem-ville sur la route du
littoral vers Ténés (coordonnées : 36°06'46" N, 0°13' E), la plage de Cap lvi est caractérisee
par des formations rocheuses cotieres . La plage mesure environ 2 kilomeétres de long et est

connue pour ses falaises escarpées et ses zones de sable doré, propices a la collecte

d'échantillons marins variés

Figure 18 : site 1 la plage de Cap lvi
l"

cap i
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35



Chapitre IV : Matériel et Méthodes

B ) Plage de Sidi EI Majdoub :

La plage de Sidi Madjdoub est située aux environs de 1 Km a [I’est du port de
Mostaganem (position GPS =N36°02,285, / E 000° 08, 005) . Elle s'étend sur une longueur
d'environ 3 kilométres. Cette plage est réputée pour sa beauté naturelle, ses eaux calmes et
son sable fin, ce qui en fait une destination prisée des habitants et des touristes. Les conditions
environnementales de cette plage, avec ses zones intertidales riches en algues et micro-

organismes, en font un site idéal pour I'étude de la biodiversité fongique et la recherche de

champignons actifs contre les pathogénes.

Figure 20 : site 2 plage de Sidi ElI Madjdoub
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C ) site de la salamandre :

Localisée a proximité du centre-ville de Mostaganem, le site de la Salamandre s'étend sur
environ 3 kilometres (coordonnées : 35°55' N, 0°04' E). Il est réputée pour ses marées basses
et ses bancs de sable exposés . Ces conditions créent un environnement favorable a la

prolifération des algues et des micro-organismes marins, offrant ainsi un habitat riche pour

I'étude des champignons.

Front de mer
de Salamandre

Figure 22 : Site (3) plage de la salamandre Figure 23 : carte de la plage de Salamandre (Google
Earth ,2024).

D) Plage de Hadjadj :
Hadjadj plage est située dans la commune de Sidi Lakhdar a environ 40 kilométres de
Mostaganem son sable est d’une trés bonne qualité, cette plage est longée par un cordon
dunaire et par la forét. D’une longueur de 7 000 meétres (coordonnées 36°08°°N/0°17°°E)
Cette plage est connue pour ses vastes étendues de sable fin et ses eaux cristallines, offrant un

habitat diversifié pour les algues et les micro-organismes associés.

Figure 25 : site 4 plage Hadjad] Figure 24 : carte de la plage de Hadjad]

(Gooale Earth ,2024)
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E ) Plage de sablette :
La plage fait partie de la commune de Mazagran de la wilaya de Mostaganem, situee au

nord-ouest de 1I’Algérie de 5 kilométre de Mostaganem-Ville, sa langueur est de 4 kilomeétre
(coordonnées 35°53°” N/ 0°02). Situee pres d'un port de péche actif, Sablette se distingue par
sa combinaison unique de sable et de roches, offrant des habitats diversifiés pour les

organismes marins, y compris les algues et les champignons

Figure 26 : site 5 plage de sablette

Figure 27 : carte de la plage de sablette (Google Earth ,2024).
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11 Matériel :

e Maériel biologique :
Le mateériel biologique utilisé dans cette étude comprend des échantillons de sable et
d'algues collectées sur cing plages distinctes de la cote de la wilaya de Mostaganem Les

échantillons ont été préleves a différents moments au cours de la période du travail.

e Matériel non biologique :
Nous avons utilisé comme matériel non biologique, les produits chimiques, un ensemble
de réactifs, la verrerie et 1'appareillage sont tous indiqués dans (Annexe 02), ainsi que les

milieux de culture (Annexe01)
IV Préelevements et echantillonnage :

Les prélevements d'échantillons de sable et d'algues des cing zones ciblées pour la
recherche des champignons actifs ont été effectués au niveau de cing plages (figure 24).

L'échantillonnage a été réalisé a différents moments avec différents conditions. (Tableau 05).

Tableau 5 : Moments et conditions d’échantillonnage

Les sites Date et heure Etat de mer Climat
o 24 février Journée

Cap lvi e 15:00h Mer agitée Nuageuse
e 26 février Journée

Salamandre e 09 :30h Mer agitée ensoleillée
e 22 Auvril Journée

Sidi EI Madjdoub e 10h Calme ensoleillée
e 30 Auvril Journée

Hadjadj e 08 :30h Mer agitee Nuageuse
e 30 Auvril Journée

Sablette e 9:45h Mer agitee Nuageuse
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Figure 28 : situation des différents sites de prélévement
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V.1 Collecte des Echantillons :

e Sable : Des échantillons de sable ont été prélevés a une profondeur de 2 cm au bout de la
vague, a l'aide d'une spatule stérile. Les échantillons ont été placés dans des bocaux en

verre ou en plastiques propres et stériles et étiquetés avec la date et le lieu de prélévement.

Figure 29 : Prélevement des échantillons de sable dans différents sites cotiers

e Algues : Les types d'algues sélectionnés incluent des especes dominantes dans chaque
zone, ce qui permet d'identifier les champignons spécifiques a ces substrats. Sur chaque
site les algues ont été coupées a l'aide de ciseaux désinfectés et placées dans des boites en

verre ou en plastique propres et stériles, également étiquetés de maniere appropriée.

Figure 30 : prélévement des échantillons d’algues
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Les échantillons ont été transportés directement au laboratoire immédiatement aprées leur
collecte pour éviter toute dégradation. A leur arrivée au laboratoire, les échantillons ont été

utilises directement le jour méme pour les analyses, garantissant ainsi la fraicheur et I'intégrité

des matériaux biologiques.

Figure 31 : Echantillons de Sable Collectés et Transportés au Laboratoire

Figure 32 : Echantillons de sables et d’algues collectés et Transportés au Laboratoire
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V Préparation de milieu de culture :

Le milieu de culture utilisé lors de notre travail est la gélose Sabouraud (Annexe 01)
c’est une gélose non sélective utilisée pour cultiver les champignons et plus précisément en
microbiologie médicale, les levures, les moisissures et les dermatophytes. C’est une gélose
glucosée présentant un pH Iégerement acide pour favoriser la culture des champignons. Pour
le préparer nous avons préféré travailler avec 1’eau de mer pour rester toujours dans les
mémes conditions de salinité¢, Premi¢rement nous avons filtré 1’eau de mer par un papier filtre

pour éviter tous les impuretés majeurs.

Une fois notre composante de milieu en poudre est mélangée a I'eau de mer (nous rajoutons le
Chloramphénicol pour inhiber la croissance bactérienne, et qu'on mettra par la suite dans des

flacons stériles de 200ml, prés pour autoclavage.

Figure 33: Filtration de I’eau de mer Figure 34 : Préparation de milieu de culture
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V1 .Isolement des champignons :

VI .1 préparation des dilutions

Echantillon de Sable : Dans des conditions d’asepsie, peser 1g de sable le métre dans 9ml
d’eau de mer filtrée et homogénéisé par un vortex, cette dilution représente la solution mere
a0 puis 1 ml de cette dernicre est ajoutée a 9 ml d’eau de mer pour avoir la dilution (10
puis une série de dilutions décimales (de 10™ & 10™) est effectuée pour chaque échantillon..
Un volume de 0,1 ml de chaque dilution a été ensemencé sur la surface de la gélose
Sabouraud ensuite étalé avec un rateau stérile en verre. Les boites ont été incubées durant 5 a

7 jours & une température de 28°C.

™ N "
( m \ \nn\‘ "‘\ 0)ml

Figure 35 : Schéma représentatif de la technique de dilution et d’ensemencement
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e Echantillons d’algues :

Concernant les échantillons d’algues deux méthodes on été utilisées. La premicre est
appliquée sur les algues vertes et brunes de Hadjadj et Sablette respectivement La deuxiéme
méthode est appliquée sur les algues vertes de la Plage de Sidi EI-Majdoub. Dans la premere
lg de chaque algue a été pesé et broyé dans un mortier jusqu’a I’obtention d’une solution
visqueuse, ensuite 1ml de cette solution est additionné a 9 ml d’eau de mer. Apres
homogénéiser a laide d’un vortex, une série de dilutions décimales (de 10™ & 10™) a été
effectuée. 0,1 ml de chaque dilution a été ensemencé et étalé en surface de gélose Sabouraud.

Les boites ont été incubées durant 5 a 7 jours a une température de 28°C.

Dilution

Broyage

Broyage

Dilution

Algue verte

Figure 36: Les étapes impliquées dans le processus de la dilution des échantillons d’algues (algue brune et vert)
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Dans la deuxieme méthode les algues vertes de la Plage de Sidi EI-Majdoub ont été
découpées en petits fragments puis désinfectés par 1’eau de javel ensuite rincés avec de 1’eau
distillée stérile et séchés sur du papier filtre stérile. Les petits fragments sont déposes a la
surface du milieu Sabouraud en boite de Pétri additionné de chloramphénicol a 0.5mg/mL Les

boites sont incubées a 28°C pendant 5 a 7 jours.(figure 37)

Couper les Placer les fragments dans Sécher les fragments sur Poser les
algues vertes v I’eau dejavel apres un papier filtre fragments sur
ringer par I’eau distillée le milieu

Figure 37 : Les étapes impliquées dans la méthode des fragments pour Algue verte (sidi EI mdjdoub)

V1.2 Purification des isolats fongique :

Apres 7 jours d’incubation,. les champignons choisis ont été numérotés et puis purifiées par la
méthode des stries, encore les boites sont incubées a 28°C pendant 5 a 7 jours. Cette derniére
a permis d’obtenir des cultures pures a partir des différentes colonies isolées. Le repiquage

reste toujours nécessaire dans le cas ou on a des contaminations.
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V1.3 Identification des souches purifiées :

Apreés la purifications des isolats , on obtient des boites bien remplis de champignons: Il existe
divers genres et especes de champignons tres différents entre eux mais qui parfois se
ressemblent beaucoup a I'eeil nu, alors que c'est pas le méme champignon; pour les identifier;
on réalise une étude macroscopique qui repose sur tous les criteres visibles qu'on peut
percevoir rien qu'a I'eeil nu, tous les parameétres culturaux et morphologiques sont observés de
pres; aspect, couleur, texture, taille des colonies, le revers de la boite est obligatoirement
observé a son tour; seul I'analyse microscopique peut donner un sens a l'identification

définitive de la souche, elle se fait sous le microscope optique (Botton et al, 1999).
V1.3.1 Identification macroscopique :

L 'aspect des colonies : représente un critére d'identification. Les champignons filamenteux
forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou
granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (absence ou

pauvreté du mycélium aérien).

«Le relief des colonies : peut étre trés variable en fonction des genres fongiques : petites
colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Mucor et

Rhizopus).

*La couleur des colonies : est un ¢lément trés important d’identification ; les couleurs les
plus fréquentes sont le blanc, le créeme, le jaune, I'orange, le rouge allant jusqu'au violet ou le
bleue, le vert, le brun allant jusqu'au noir. Généralement, les pigments peuvent étre localisés
au niveau du mycélium (Aspergillus et Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture
(Fusarium), (Botton et al., 1990).

Ces caractéristiqgues macroscopiques des colonies ont été soigneusement notées. Ces

observations initiales ont fourni des indices importants sur l'identité des champignons.
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V1.3.2 Identification microscopique :
Pour compléter I'identification, des examens microscopiques ont été réalises. Une goutte d'eau
a été placée sur une lame en verre, et a l'aide d'une anse stérile, une petite quantité de la
culture fongique purifiée a été prélevée et déposée dans la goutte d'eau puis poser une lamelle
sur la préparation, qui a été observée sous un microscope optique. Les structures fongiques
telles que les hyphes, les conidies, et les spores ont été analysées en détail. Les
caractéristiques spécifiques de ces structures, comme la forme et la taille des spores, ont été
comparées a des descriptions standards dans la littérature mycologique pour identifier les

souches.

/ - Observation
[ A/
‘ /

Observation

Préparation de la
microscopique

souche

Figure 38 : les étapes d’identification microscopique.
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VII. Activité antibactérienne des champignons marins isolés :

L’activité antibactérienne des champignons vise a la capacité des isolats fongiques a
inhiber la croissance de bactéries pathogeénes, ce qui est crucial dans la recherche de nouvelles
substances antimicrobiennes. Les champignons marins, en particulier, sont connus pour leur
potentiel a produire des métabolites secondaires bioactifs qui possedent des propriétés
antimicrobiennes uniques (Debbab et al. 2010). Le choix d'un milieu de culture adéquat est
indispensable au bon développement du pathogéne et de I'antagoniste. Le milieu MH assure

de bonnes conditions de cultures et de diffusion (Comporta, 1985)

Toutes les souches fongiques isolées ont été dépistées pour voir leur activité antibactérienne
vis-a-vis des bactéries a Gram positif et négatif et ceci par ’utilisation de la méthode des

stries verticales (croisement).

VI1.1 Réactivation des souches bactériennes :

La réactivation des bactéries est faite par ensemencement sur le milieu de culture
convenable (Annexe 1) pour chaque bactérie. Selon la méthode des quadrants. L’incubation
est effectuée a 37°C pendant 24 heures avant d’étre utilisées dans les tests de 1’activité. La
collection bactérienne utilisée est composée de dix souches bactériennes, Nous les avons

obtenus aupreés de différents laboratoires (Tableau 6).

Figure 39 : préparation pour la réactivation des souches bactériennes

50




Chapitre IV :

Matériel et Méthodes

Tableau 6 : Les différentes bactéries tests et leurs milieux convenables

Typede | Milieu seléctif Milieu
La souche gram convenable L’origine
Laboratoire d’analyse
E.coli Négatif (-) Hektoen GN médicale Dr.M Benahmed
Masra_Mostaganem
Laboratoire d’analyse
Staphylococcus | Positif (+) Chapman GN médicale Dr. Chaibedra
Ain tedles_Mostaganem
Laboratoire d’analyse
Klebseila Négatif (-) Macconkey GN médicale Dr. Chaibedra
pneumoniae Ain tedles_Mostaganem
Laboratoire d’analyse
Pseudomonas | Négatif (-) King b GN médicale Dr. Chaibedra
Ain tedles_Mostaganem
Laboratoire d’analyse
Enterocoque | Positif (+) | Enterococcosel GN médicale Dr. Chaibedra
Ain tedles_Mostaganem
Laboratoire d’analyse
Aeromonas Négatif (-) Hektoen GN médicale Dr. Chaibedra
hydrophyla Ain tedles_Mostaganem
Laboratoire d’analyse
Enterobacter | Neégatif (-) Hektoen GN médicale Dr. Chaibedra
Ain tedles Mostaganem
Salmonella Négatif (-) GN GN Laboratoire vétérinaire
enteritidis régionale Mostaganem
Salmonella Négatif (-) GN GN Laboratoire vétérinaire
kedougou régionale Mostaganem
Salmonella Négatif (-) GN GN Laboratoire vétérinaire
bongari régionale Mostaganem
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VI11.2 Test d'Antagonisme sur Milieu MH :

Le test d'antagonisme sur milieu MH (Mueller-Hinton) a été réalisé afin d'évaluer I'activité
antagoniste des isolats fongiques contre différentes souches bactériennes. Cette méthode
implique plusieurs étapes pour déterminer I'inhibition de la croissance bactérienne par les
champignons testés. L’isolat antagoniste fongique a été ensemencée en un seul trait a la
surface de milieu MH . Aprés incubation pendant 3 a 5 jours a 28 °C. Les souches cibles (dix)
bactéries : tableau (6) ont été ensemencées perpendiculairement au champignon . La lecture
des résultats se fait aprées incubation pendant 24h en mesurant la distance d’inhibition entre les

bordures de la souche cible et du champignon.

Cette méthode nous a permis d'évaluer de maniére qualitative I'effet antimicrobien de nos
isolats fongiques contre un panel de neuf souches bactériennes différentes. Les resultats
obtenus sont essentiels pour identifier les isolats les plus prometteurs en termes d'activité

antimicrobienne, ouvrant ainsi la voie a des tests supplémentaires.

Le strié d’isolat fongique

Boite pétri avec
milieu de culture
MH

Les striés des différents
bacteries pathogénes

Figure 40 : La technique de test antagonisme
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VIIIl. Etude de ’activité enzymatique des souches marines isolées :

Les recherches sur l'activité enzymatique des souches marines, ont montré que ces micro-
organismes sont capables de produire une grande variété d'enzymes, notamment des protéases
et des amylases, Ces enzymes ont des propriétés spécifiques qui les rendent utiles pour diverses

applications.

VI1I11.1 La recherche de I’activité protéolytique :
Afin de mettre en évidence l'activité protéolytique de notre isolat, certaines souches de
différents sites ont été ensemencée en spots sur une gélose au lait (Annexe 01 ); la lecture des
résultats est effectuée aprés incubation de 3 a 7 jours & 28°C Un résultat positif est traduit par

I’apparition d’un halo transparent autour des colonies.

V111.2 Recherche de I’activité amylolytique :
Pour réaliser ce test un ensemencement en spots de quelque champignons marines isolées de
différents sites est réalisé sur la surface d’un milieu séléctif additionnée de I’amidon (Annexe
01). Les boites de pétri sont incubées a une température de 28°C pendant 3 & 7 jours. La
révélation des résultats a été effectuée aprés I’incubation par 1’inondation du milieu par une
solution de lugol pendant 5 minutes, Une réaction positive de 1’hydrolyse de I’amidon se
manifeste par 1’apparition d’une zone claire autour de la colonie. L’absence d’activité

amylasique est révélée par une couleur bleue noiratre du milieu de culture.
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I X Extraction des métabolites secondaires des souches fongiques marins
isolées :

Apres la lecture des résultats du test d’antagonisme le champignon actif a été sélectionné. Ce
dernier est ensemence en stries dans 8 boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton ;
Ces boites sont incubées a une température de 28 °C pendant 10 jours. Aprés la période
d’incubation, la culture fongique des boites (la gélose avec le champignon actif) est coupée en
morceaux a I’aide d’un couteau stérile ensuite macérée dans 1’acétate d’éthyle (v/v) sous

agitation pendant 24h.

Couper le
champignon

N
\ 4

bicher L’acétate d’éthyle [

Verser le dans un Ajouter v/v de Incuber sous agitation

Pendant 24h

Figure 41 : Les étapes impliquées dans la méthode de macération de champignon

Aprés maceération le contenu du flacon est filtré avec un papier Wattman N°1. Les extraits
(métabolites secondaires) obtenues ont été évaporées a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif
sous vide a une température de 40°C ,I’extrait brut obtenu a été pesé, est ensuite dissous dans
du DMSO (diméthylsulfoxyde). Pour préparer les solutions de travail, chaque 10 mg d'extrait
a été dissous dans 1 ml de DMSO, donnant ainsi des solutions de concentration adéquate pour
les tests d'activité antibactérienne. Ce protocole assure une extraction efficace et une
préservation optimale des métabolites secondaires, permettant ainsi une évaluation précise de

I'activité antibactérienne des champignons marins isolés.
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Cet extrait (sous forme d’une croute séche) est utilisé pour évaluer son activité contre
diverses souches bactériennes pathogénes. Des tests de diffusion en milieu solide ont été

employés pour déterminer I'efficacité des extraits fongiques a inhiber la croissance des

bactéries cibles

Figure 42 : les différentes étapes de la méthode d’extraction
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Dissous dans du
DMSO

Figure: 43 la masse totale de notre extrait Figure 44 : le solvant DMSO

IX.1 Activité antibactérienne des extraits:

L’activité antibactérienne des extraits a été évaluée en utilisant les souches qui ont été déja
inhibée par les isolats fongiques. Les souches bactériennes ont été revivifiées dans un bouillon
nutritif a température 37°C pendant 24 heures. Leur turbidité a été ajusté a 0,5 McFarland, ce
qui correspond a 1-2 x 108 UFC/ml et une D.O = 0,08 2 0,1/A. = 625 nm.

Deux méthodes différentes ont ¢été utilisées pour la détermination de 1activité
antibactérienne, in vitro : une méthode de diffusion sur disques dans un milieu géloseé et la

méthode des puits :
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a) Meéthode de diffusion sur disque :

Les solutions d'extraits ont été utilisées pour imprégner des disques de papier filtre stériles.
(6 mm de diametre). Chaque disque a été soigneusement imbibé dans la solution d'extrait. Les
disques imprégnés ont ensuite été placés sur la surface de boites de Pétri contenant du milieu
Mueller-Hinton (MH) ensemencé avec les différentes souches bactériennes pathogenes testés

contenant 2 x 10° UFC / ml & I’aide des écouvillons stériles.(figure 45)

Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Apres l'incubation, les zones
d'inhibition autour des disques ont été mesurées pour évaluer I'efficacité antibactérienne des

extraits fongiques.

Cette méthode permet de déterminer quantitativement l'activité inhibitrice des extraits
contre les bactéries testées, fournissant des informations précieuses sur le potentiel

antibactérien des champignons marins isolés.

Imbibé les disques dans Disposer les disques
la solution d'extrait sur le milieu MH

Figure 45 : Technique de diffusion sur disques
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b) Méthode des puits :
Cette méthode repose sur la diffusion de I’agent inhibiteur dans des puits réalisés dans une

gélose contenant une souche indicatrice..

Des boites de Peétri contenant du milieu Mueller-Hinton (MH) ont été préparées et
solidifiees. Le milieu MH est choisi pour ses propriétés de croissance bactérienne et sa
capacité a diffuser uniformément les agents antimicrobiens, et Les souches bactériennes
pathogenes ont éteé cultivées en suspension, une quantité appropriée de cette suspension
bactérienne a été étalée uniformément sur la surface de la gélose MH a l'aide d'un écouvillon
stérile. A l'aide d'un emporte-piéce stérile, des puits d'environ 6 mm de diamétre ont été
perforés dans la gélose inoculée. Chaque puits a été rempli par 20ul de I'extrait fongique
dissous dans du DMSO (diméthylsulfoxyde). Les boites de Pétris ainsi préparées ont été
incubées a 37°C pendant 24 heures. Cette incubation permet aux bactéries de croitre et aux
extraits de diffuser dans la gélose. Aprés incubation, les zones d'inhibition autour des puits ont
été mesurées pour évaluer l'efficacité antimicrobienne des extraits. La présence des zones

d'inhibition indiquent I'activité des extraits contre les bactéries testées.

Cette méthode des puits permet une évaluation quantitative et qualitative de I'activité
antimicrobienne des extraits fongiques, fournissant des données cruciales pour identifier les

composés ayant un potentiel thérapeutique contre les infections bactériennes.

IX.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Apres I'évaluation préliminaire de l'activité antibactérienne, nous avons déterminé la
concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits fongiques en utilisant la méthode des
disques sur milieu Mueller-Hinton (MH). L'extrait brut, dissous dans 1 ml de DMSO, a été
utilisé a une concentration de 100%. Des dilutions successives ont été effectuées pour obtenir
des concentrations de 50% et 25% et 0% (utilisant uniquement le DMSO comme

témoin).(figure 46)

Des disques de papier filtre stériles ont été imprégnés avec ces différentes concentrations
d'extraits. Ces disques ont ensuite été placés sur des boites de Petri contenant du milieu MH
ensemencé avec les souches bactériennes pathogenes. Les boites ont été incubées a 37°C
pendant 24 heures. Aprés incubation, les zones d'inhibition autour des disques ont été
mesurées pour eévaluer l'activité antimicrobienne de I’extrait. La plus faible concentration

d'extrait montrant une inhibition visible de la croissance bactérienne a été notée comme
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la CMI. Ce protocole permet de quantifier précisément l'efficacité des extraits et de

déterminer leur potentiel comme agents antimicrobiens.

Figure 46 : préparation des différentes concentrations de 1’extrait fongique

59




5

’ Résultats et |
.

 discussion %‘

— '
S ™
T —— K
———————— 4’}2 ,{[t
 /1 A \‘ y L
-
/



Chapitre V : Reésultats et Discussions

l. Introduction

Notre étude exhaustive s'est concentrée sur I'évaluation de la diversité fongique au sein
des échantillons de sable et d'algues collectés le long des cotes de Mostaganem, en Algérie.
Au cours de nos investigations, nous avons identifié un total de cing genres distincts parmi les
champignons isolés. Notre travail a été rigoureusement axé sur I’isolement et I'étude des
champignons possédant des propriétés actives contre des bactéries pathogénes, visant ainsi a
explorer leur potentiel en tant qu'agents antimicrobiens naturels. Parmi les genres examinés, il
est important de noter que tous ne présentaient pas une activité antibactérienne significative.
Cependant, nos résultats ont révélé qu'un seul genre, prélevé spécifiquement du site de la
Sablette, démontrait une activité antimicrobienne prometteuse contre les agents pathogénes
testés. Cette découverte souligne I'importance de la localisation géographique dans la diversité
fonctionnelle des champignons marins et suggere que la Sablette pourrait étre un réservoir

particulierement riche en composés bioactifs

En paralléle, nous avons évalué l'activité enzymatique de certains champignons identifiés,
notamment en matiére d'amylase et de protéase. Nous avons observé que bien que plusieurs
espéces présentent cette activité enzymatique, ce n'était pas le cas pour tous les genres étudiés.
En outre, les tests antimicrobiens ont été réalisés en utilisant des méthodes de diffusion sur
disque, de diffusion en puits et de détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI), permettant ainsi une évaluation de l'efficacité des extraits fongiques contre une

gamme d'agents pathogeénes.

Cette étude a été rendue possible grace a des techniques d'échantillonnage rigoureuses et a des
méthodes de laboratoire précises, garantissant ainsi la fiabilité et la validité de nos résultats.
En conclusion, notre recherche ouvre de nouvelles perspectives pour I'exploitation durable des
champignons marins comme source potentielle de médicaments antimicrobiens, tout en
soulignant I'importance de la conservation et de la gestion des écosystémes cotiers pour la

préservation de cette biodiversité précieuse.".
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Il.  Isolement des champignons marins :

Aprés la période d'incubation, nous avons isolé divers champignons marins provenant de
chaque zone de prélevement des cing sites étudiés. Les isolats ont été codés et organisés dans
un tableau pour une présentation claire des résultats et faciliter la comparaison.

Tableau 7 : Les isolat fongique obtenu a partir les différents zone de prélévement

La zone de prélevement Les isolats fongiques obtenus

Site de la Salamandre
(Sable)

Plage de Cap IVI
(Sable)

Plage de Sidi EI-
Majdoub
(Sable)

Plage de Sidi El-
Majdoub

(Algue)
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Plage de Sablette
(Algue verte)

+

(Sable)

Plage de Hadjad]j
(Algue brune)

+

(Sable)

I11 Identification macroscopique et microscopique :

Aprés l'isolement et la purification des souches fongiques a partir des différents sites de
prélevement, nous avons procéde a leur identification macro et microscopique. Les
observations macroscopiques ont permis de caractériser la morphologie des colonies, tandis
que les observations microscopiques ont fourni des informations détaillées sur les structures
cellulaires et les spores des champignons. Les résultats de cette identification sont résumés

dans les tableaux ci-dessous, qui présentent les caractéristiques morphologiques et

microscopiques de chaque isolat.

Les codes des isolats signifiés :

E1: échantillon de salamandre, E2 : échantillon de cap IVI , E3 : échantillon de sidi el-
majdoub E4 : échantillon de sablette , E5 : échantillon de Hadjadj ,

e S:sable
e A:algue

e F:fragment
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Tableau 8 : les souches fongiques identifiées du site Salamandre (E1):

Les Caracteres Observation Identificatio
Isolats _ _ _ n présumee
Macroscopique et Microscopique Macroscopique microscopique

La couleur : d’abord blanche
puis jaune puis noir

Verso : Jaune pale

L’aspect : Granuleux et
spores poudreuse

Aspergillus
Hyphes : septés niger
Conidiophore : Large et non

El. S1 cloisonné a extrémité dilatée
formant une vésicule
globuleuse

Phialide et conidie : Phialides
portées sur toute la surface de
la vésicule avec une rangée de
métules et une rangee de

phialides.

La couleur : blanc puit
blanche puit rosé a violet
Verso : brun rougeétre
L’aspect : Velouté a
poudreux

Aspergillus
El. S2 Hyphes : septés Versicolor

Conidiophore : Large et non
cloisonné A extrémité dilatée
formant une vésicule

Conidie : ronde et lisse

La couleur : blanche Puis
verte

Verso : blanche
L’aspect : poudreux

Hyphes : septés

El. S3 Conidiophore : Cylindrique, non
ramifié et monoverticillé

Phialide a I’extrémité des
ramifications ce forme un pinceau
et des conidies rondes et lisses

Penicillium
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La couleur : blanc puis vert.
Verso :beige
L’aspect : poudreux

Hyphes : septés
Conidiophore : Cylindrique,
El. S4 ramifié , Septé et biverticillé
Phialide a I’extrémité des
ramifications ce forme un
pinceau et des conidies rondes
et lisses

Penicillium

La couleur : blanche
Verso :blanc
L’aspect : cotonneux

E1.S.5 A

Il n’a formé aucune forme de \f Mycélium

spores sexuée ou asexuées. i Stéril
i
ik

La couleur : blanche

L’aspect : crémeux

Cellules globuleuses ou

El. S6 allongées et présentent des Levure

bourgeonnements.
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Tableau 9 : les souches fongiques identifiées du plage Cap IVI (E2)

Les Caractéres Observation Identification

Isolats présumeée
Macroscopique et Microscopique Macroscopique microscopigue
Couleur : blanche puits verte Vs \
foncée / /-\,\ '
Verso :brun
Aspect : poudreux iy

E2. S10 Hyphes : Septés ASpergi”US
Conidiophore : formés de stipes flavus

rugueux et se terminent par une
vésicule sphérique
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Tableau 10 : les souches fongiques identifiées du plage Sidi EI-Majdoub (E3)

Les Caractéres Observations Identifications
isolats Macroscopique et Macroscopique Microscopique présumée
Microscopique

Couleur : blanche apres noir
verdatre

Verso : marron

Aspect : poudreux

E3.S3
Hyphe : septés

Les conidies ovales foncé, a
paroi lisse et deviennent grises

Stachybotrys

Couleur : blanc jaunatre

Verso : beige

Aspect :mycélium fragmenté a

npoudreux .

Mycelium
stéril

E3.F3
Il n’a formé aucune forme de
spores sexuée ou asexuees donc

son identification est difficile

Couleur : blanche
Verso : blanche
Aspect : crémeuse

Cellules globuleuses allongées
E3.F2 | et présentant des
bourgeonnements

Levure
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E3.S1

Couleur :blanc vert
Verso : beige
Aspect : frgmenté

Hyphes : septés
Conidiophore : Cylindrique et
septe,monoverticillé

Phialide a I’extrémité des
ramifications ce forme un
pinceau et des conidies rondes
et lisses

Penicillium

E3.54

Couleur :vert blanchatre
Verso : maron foncée
Aspect :velouté a poudreux

Hyphes : septés
Conidiophores:
ramifiées,monoverticillé
Phialide a I’extrémité du
pinceau .

penicillium

E3.S8

Couleur : blanche apres grise
Verso : gris

Aspect : mycélium long et
cotonneux

Sporocystes : sphérique brune
Columelle : membrane séparent
le sporocystophore du
sporocyste cylindrique

Mucor
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Tableau 11 : les souches fongiques identifiées du plage Hadjadj (E4)

Les
Isolat

Caracteres
Macroscopique et Microscopique

Observations

Macroscopique Microscopique

Identification
présumée

E4.Al

La couleur : Vert blanchéatre
Verso : beige foncé
L’aspect : fragmenté

Hyphes : septés et cloisonés
Conidies: vertes et en chaines
Conidiophores: ramifiées portant des
pinceaux monoverticilés

Penicillium

E4.A2

La couleur : Vert claire
Verso :jaune
L’aspect : fragmenté

Hyphes : cloisonnées

Conidies: sont souvent regroupées en
chaines a I'extrémité des conidiophores,
formant des petits pinceaux

Conidiophores: ramifiées

Penicillium

E4.5.3

La couleur : Blanc vert
Verso : jaune
L’aspect : fragmenté

Hyphes : septées et cloisonnées

Conidies: sont vertes et en chaines.
Conidiophores: ramifiées

Penicillium
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Les
Isolat

Caracteres
Macroscopiques et Microscopiques

Observation

Macroscopique

Microscopique

Identification
Présumée

ES.Al

La couleur : Blanche
Verso : beige
L’aspect : cotonneux

Hyphes: fines , septées et hyalines
ne produit pas de conidies, sporanges
ou d'autres structures spécialisées de
reproduction sexuée ou asexuee

Mycelium
steril

ES5.A2

La couleur : blanche
Verso : blanche
L’aspect : cremeux

Des cellules individuelles, ovales de
quelques micrometres avec la
formation des bourgeons.

Levure

E5.A3

La couleur : Blanche
Verso : beige
L’aspect : cotonneux

Hyphes : fines et cloisonnées
Aussi ne produit pas de conidies,
sporanges ou d'autres structures
spécialisées de reproduction sexuée
ou asexuée

Mycélium
stéril
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ES5.A4

La couleur : Vert foncé
Verso : beige jaunatre
L’aspect : poudreux

Hyphes : septés ; ont des cloisons
Conidies: vertes et en chaines
Conidiophores: ramifiées et
monoverticillé ,

Penicillium

ES5.A5

La couleur : vert blanchatre
Verso : beige
L’aspect : fragmenté

Hyphes : cloisonnées

Conidies: sont souvent regroupées
en chaines a I'extrémité des
phialides formant une structure des
petits pinceaux

Conidiophores: ramifiées et
monoverticillé

Penicillium

E5.A6

La couleur : Blanc gris
Verso : beige

L’aspect : mycélium long et
cotonneux a fragmenté

Hyphes : hyphes larges et non septés
Sporangiophores : droits et se
terminent par un sporange portant
des sporangiospores .

Mucor
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ES.A7

La couleur : jaune blanchatre
Verso : beige
L’aspect : velouté

Hyphes : septées cloisonnées
Conidies: sont vertes et en chaines
Conidiophores: ramifiées

Penicillium

ES5.A8

La couleur : blanche
Verso :Blanche
L’aspect : crémeux

Des cellules individuelles, arrondies
de quelques micrometres avec la
formation des bourgeons

Levure

E5.A9

La couleur : Marron beige
Verso : marron beige
L’aspect : velouté

Hyphes: sont septés avec des
cloisons transversale)

Conidies: sphériques et produites en
grande quantité a I'extrémité des
conidiophores, lisses et ont une
couleur brune

Conidiophores: longs droits

Aspergillus
Terreus
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I11.1 La Répartition fongique dans les sites de prélévement :

Les résultats de cette étude montrent une variation notable dans la composition fongique

des différents sites échantillonnés le long de la cote de Mostaganem. Cette diversité peut étre

attribuée a une combinaison de facteurs environnementaux tels que la salinité, la composition

du substrat et les interactions biotiques.

Les sites comme Salamandre et Sablette présentent une plus grande diversité avec la présence

de plusieurs genres, suggérant une richesse fongique accrue et une adaptation a des conditions

environnementales variées. En revanche, des sites comme Cap Ivi montrent une dominance

claire avec seulement un genre, ce qui pourrait indiquer des conditions plus spécifiques ou

une niche écologique particuliere pour ce genre

Le tableau (n°10) ci-dessous résume la distribution des genres fongiques identifiés a partir des

échantillons de sable et d'algues prélevés dans cing zones le long de la cote de Mostaganem.

Chaque zone de prélevement (E1 a E5) a été analysée pour évaluer la présence et la

prévalence des champignons marins

Tableau 13 : Distribution des genres fongiques identifiés

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5
Genre (Salama | (Cap ivi) | (El madjdoub) | (Hadjadj) | (sablette) | Total | pourcentage
ndre) (%)
Penicillium 2 0 2 3 3 10 40 %
Aspergillus 2 1 0 0 1 4 16,0 %
1 0 1 0 2 4
Levure 16,0%
Mycélium 1 0 1 0 2 4
stéril 16,0%
Mucor 0 0 1 0 1 2 8,0%
Stachybotrys 0 0 1 0 0 1 4.0%
Total par 5 1 6 3 9 25 100 %
site
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M penicillium

B Aspergillus

M Levure

B Mucor

B Mycélium stéril

Stachybotrys

Figure 47 : La répartition fongique dans les 5 zones de prélévement

Discussion :

Penicillium est le genre le plus abondant avec environ 40% de toutes les souches
identifiées a travers les cing sites d'échantillonnage. Cette prédominance souligne la
capacité de ce genre a s'adapter a diverses conditions environnementales le long de la céte
de Mostaganem.

Aspergillus représente environ 16,0% des souches. Les souches d'Aspergillus identifiées
incluent différentes especes telles que A. flavus, A. niger, A. versicolor et A. terreus.
Cette diversité d'espéces suggere une large gamme d'adaptations et de niches écologiques
dans les sites étudiés.

Levure et Mycélium stéril suivent également avec environ 16,0% chacun. La présence
notable de levures peut indiquer des conditions propices a leur croissance dans les
échantillons de sable et d'algues, tandis que le mycélium stéril, souvent difficile a
identifier au niveau des especes, représente une proportion similaire.

Mucor est présent a environ 8,0% des souches. Ce genre est moins abondant mais peut
jouer un réle écologique important dans les décompositions organiques.

Stachybotrys est le moins abondant avec environ 4,0% des souches identifiées. Sa
présence limitée pourrait indiquer des conditions spécifiques nécessaires a sa croissance

ou une plus grande sensibilité aux variations environnementales.
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Ces pourcentages refletent la répartition relative des genres fongiques a travers les sites
d'échantillonnage le long de la cdte de Mostaganem. L'analyse de la diversité des especes au
sein du genre Aspergillus ainsi que la distribution des autres genres fournit des informations

précieuses sur la dynamique écologique des champignons marins dans cette région.

Une autre étude est celle de Matallah- Boutiba et al réalisée en 2008 évoquant 1’inventaire
des espéces fongique des eaux marines du littoral occidental Algérien. Les genres observés
sont, par ordre d’importance Penicillium ,Aspergillus , Muccorales , Trichoderma |,
Cladosporium Fusarium , Pullularia, Acremonium Alternaria , Verticillium , Gliocladium ,
Geotrichum et les non identifiés ou Mycéliums sterils .

En comparaison aussi avec la seconde étude de Bassaid (2022) sur les champignons de 1’eau
de mer dans la région de Tigzirt (Tizi Ouzou) ou un total de 6 genres fongiques a été recensé
11 s’agit d’Aspergillus, Cladosporium, Trichophyton, Neoscytalidium, Chrysosporium, et du

genre Rhyzoctonia (Bassaid .,2022).

En regle générale, les résultats de ces études montrent une similitude avec ceux issus de notre
recherche. Dans la majorité des cas, les principaux genres sont cités. Il s’agit de : Penicillium
et Aspergillus les mucorales et Stachybotrys , pour lesquels les résultats sont les plus

fréquents. Pour le reste, des différences minimes apparaissent d’une étude a une autre.
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IV Résultat du test d’antagonisme in vitro :

Les résultats de 1’effet antagoniste des champignons étudiés montrent une absence de cet effet
chez la majorité de ces champignons. Ceci est probablement di a la période d’incubation de 3
jours jugée insuffisante aux champignons pour produire leurs métabolites secondaires. Le test
d’antagonisme sur des champignons prélevés de la plage de sablette qui ont subits une
période d'incubation de 5 Jours, a permis d’obtenir un isolat (E4A9) qui a montré une activité
antagoniste positive. Cette souche, identifiée comme Aspergillus terreus, isolée d’une algue
verte a inhibé la croissance de deux especes de bactéries pathogénes a coloration de Gram

négatif : E. coli et Aeromonas avec une zone d’inhibition de 20 mm et 15 mm respectivement.

Les figures ci-dessous illustrent certains résultats d'antagonisme dans les cing sites de
prélévement, montrant I'absence de zones d'inhibition entre les champignons marins isolés et

les bactéries pathogénes testées.

Figure 48 : Activité antagoniste de Penicillium ( E1S4) et Asepergillus Niger (E1S1) du site de
salamandre vis a vis les bactérie pathogénes (klebseila, pseudomonas et staphylococus).
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Figure 49 : Activité antagoniste de Aspergillus flavus (E2.510) de la plage de CAP IVI
vis-a-Vvis les bactéries pathogenes (klebseila/Pseudomonas et staphylococus)

Figure 50 : Activité antagoniste de penicillium (E3.S4) et Stachybotrys (E3.S3) de la plage de sidi EI majdoub
vis-a-vis les bactérie pathogénes ( E.coli / Klebseila pneumoniae / Aeromonas hydrophila
/staphylococcus/Entérocoque /selmonella)

Figure 51 : Activité antagoniste de penicillium de la plage de Hadjadj vis-a-vis les
bactéries pathogenes (E.coli / Klebseila pneumoniae / Aeromonas hydrophila
Istaphylococcus/Entérocoque)
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Figure 52 : Activité antagoniste de Penicillium de la plage de sablette vis-a-vis les bactéries
pathogenes (salmonella/ Klebseila pneumoniae / Aeromonas hydrophila / E.coli)

| Une faible croissance \

Figure: 53 Activité antagoniste d aspergillus terreus de la plage de sablette vis-a-vis les
bactéries pathogenes (salmonella / Klebseila pneumoniae / Aeromonas hydrophila / E.coli)

Ce travail exprime aussi la résistance des souches microbiennes d’origines cliniques utilisées
ici comme cibles vis a vis des isolats fongiques marins. La lutte contre cette résistance
nécessite de tester un plus grand nombre de champignons et d'étudier la capacité d’un nombre
¢levé de champignons d’origine marine a produire des substances actives contre le
pathogene.. Cette recherche n’écessite aussi une étude de la cinétique de croissance des
champignons et le temps d’incubation qu’il faut pour une production maximale de métabolite

antagoniste.
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V Recherche d’activité Enzymatique des champignons :

Nous avons obtenu une grande variété de champignons marins, et certains isolats ont été
sélectionnés pour tester leur activité enzymatique, Les résultats obtenus apres 5 a 7 jours
d'incubation a 28°C sont résumes dans le tableau 14. Par ailleurs, I’apparition de zones

d’hydrolyse chez certaines souches prouve la production des enzymes hydrolases recherchées.

Tableau 14 : Activité enzymatique des souches fongiques sélectionnées.

Les Isolats choisir Protéase Résultat Amylase Résultat
Aspergillus terreus
(E4. A9) Positif (+) Positif (+)
Penicillium
(E4.AT) Positif (+) Positif (+)
Aspergillus
(E3.F1) Négatif (-) Négatif (-)
Penicillium
(E1.S1) Positif + Positif(+)
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Penicillium Négatif (-) Positif(+)
(E5.A2)
Mycélium stéril Positif (+) Négatif(-)

(E3.F3)

Interprétation des résultats obtenus
Activité proteolytique :

Les souches protéolytiques sont reconnues par la formation d’un halo transparent autour
des colonies, résultant de la dégradation des protéines du lait dans le milieu par 1’exo protéase
produite : plus le halo est grand, plus la quantité¢ d’enzyme produite est importante.

D’aprés les résultats obtenus ( tableau 14) , les halos d'hydrolyse observés autour des
colonies fongiques (E4.A9) (E3.A7) (E4.S1) (E4.F3) sur le milieu sont des indicateurs directs
de l'activité protéolytique. Ces zones claires apparaissent lorsque les protéines présentes dans
le milieu sont déegradées par les enzymes sécrétées par ces isolats. La taille des halos peut
varier en fonction de I'efficacité de la sécrétion enzymatique et de la concentration d'enzymes
produites.

le fait que deux souches (E4.A5) (E4.F1) aient montré une activité protéolytique négative
pourrait étre da a plusieurs facteurs. Ces isolats pourraient é&tre moins capables de sécréter ces
enzymes dans le milieu environnant. Alternativement, il se pourrait que ces isolats préferent
ou soient mieux adaptées a d'autres substrats que ceux utilisés dans les tests,

1l est noté que méme en absence d’une activité protéolytique exo-cellulaire, nous avons

observé un envahissement du milieu, comme c’est le cas chez la souche(E5.A2).
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Activité Amylolytique :

D’apres les résultats obtenus de ’activité amylolytique, nous avons remarqué que parmi
les isolats fongiques isolées et testées, les souches (E4.A9),(E4.A7),( E1S1),(E5A2) ont
développé des zones d’hydrolyses différents (halo claire). L’isolat (E1.S1) a développé une
zone d’hydrolyse plus importante par rapport aux autres isolats. Cela indique sa forte capacité
a hydrolyser I’amidon contenu dans le milieu.

Le reste des isolats fongiques isolés et testés (E3.F3), (E3.F1) ne possedent aucune activité
amylolytique marquée sur le milieu de culture. L'absence d'hydrolyse suggére que ces souches
ne produisent pas d'enzymes amylolytiques ou que leur activité est trop faible pour étre
détectée dans les conditions du test. En effet, I’étude réalisée par (Tatsinkou et al.,2005) a
décrit la capacité de certaines souches fongiques productrice de 1’alpha amylase dans les

mémes conditions expérimentales que ce travail.
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Caractéres généraux des bactéries tests :

Tableau 15 : Caractéristiques et morphologie microscopique des bactéries testées

Bactéries

Image microscopique

e E.coli:

Forme : bacille

Gram : négatif

Culture : aérobie

Genre : Escherichia

Espéce : E.coli

Nom courant : colibacille

Habitat : constitue la majorité de la flore
intestinale aérobie; peut se retrouver
également au niveau des muqueuses de
I’homme et de 1’animal.

www.antibio-responsable.fr

e Aeromonas hydrophila :
Forme : bacille

Gram : négatif

Culture : Facultatif anaérobie

Genre : Aeromonas

Espece : Aeromonas hydrophila

Nom courant : Aéromone hydrophile
Habitat: Environnements aquatiques
(eaux douces et saumatres), sols
humides, et intestins de poissons et
d'amphibiens

www.futura-sciences.com

www.aquaportail.com
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Origine d'Aspergillus terreus

Le champignon Aspergillus terreus, qui a montré une activité antagoniste positive dans
nos tests, a été isolé de l'algue verte Ulva lactuca, communément connue sous le nom de
laitue de mer, est une espéce d'algue verte largement répandue dans les environnements
marins cotiers du monde entier. Cette algue est connue pour sa capacité a abriter une grande
diversité de microorganismes, y compris des champignons marins.
Les algues vertes comme Ulva lactuca jouent un réle crucial dans les écosystemes marins,
fournissant des habitats et des nutriments pour de nombreux organismes marins. Ulva lactuca
est particulierement notable pour sa structure simple et ses feuilles larges et plates, qui offrent
une surface idéale pour la colonisation par divers microorganismes, y compris les

champignons (Burkholder et al., 2003).

Tableau 16 : Caractéristiques botanique d’Ulva lactuca

Photographie d’espéce d’algue Description Classification

Régne: Plantae

Algue verte sous forme | Division: Chlorophyta
d’une lame orbiculaire de | Classe: Ulvophyceae
taille allant de 10 a 30 | Ordre: Ulvales
centimetres, plus ou moins | Famille: Ulvacées
lobée, qui s’attache au | Genre : Ulva

substrat rocheux par un | Espece : Ulva lactuca

Ulva lactuca supérieurs du littoral.

(Cabioc’h et al, 1992)

petit disque formé de | Habitat : C’est une espéce qui
nombreux rhizoides issus | se développe dans les eaux peu

des cellules basales profondes, sur les niveaux

Aspergillus terreus est un champignon filamenteux qui se trouve couramment dans le sol et la

matiére organique en décomposition. Il est reconnu pour sa capacité a produire une variété de

métabolites secondaires bioactifs, dont certains ont des propriétés antimicrobiennes. La présence de

A. terreus sur Ulva lactuca peut s'expliquer par la riche source de nutriments fournie par l'algue, ainsi

que par I'environnement marin, qui favorise la diversité microbienne
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Tableau 17 : classification d’aspergillus terreus

A. terreus macroscopiquement

A. terreus microscopiguement

Classification

it

Regne : Fungi

Domaine : Eukaryota
Phylum : Ascomycota
Classe : Eurotiomycetes
Ordre : Eurotiales
Famille : Trichocomaceae
Genre : Aspergillus
Espéce : Aspergillus
terreus

Hibbett et al. (2007).

Caractéres généraux : Aspergillus terreus est une espéce thermopréférante et

osmopreéferante. Elle possede une bonne croissance sur les trois milieux de culture (Sabouraud,
Malt et M2) a 25°C et 35°C, (mais il pousse aussi a 37° C) avec un pH optimale (5 a 6). Aprés

3 a 5 voir 7 jours d’incubation su le recto apparaisse des colonies a aspect veloutées et parfois

floconneuses, brun sale, couleur terreuse, et sur le revers des colonies jaune a brun sale, exsudat

ambré parfois abondant. Posséde un mycélium poudreux blanc, qui prendre une couleur

cannelle a lors de la sporulation, et un revers marron (Bioforma, 2002).

L’aspect microscopique est caractérisé par un thalle hyalin ou coloré formé de filaments

mycéliens, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs prenne naissance des conidiophores

lisses, bisériés, incolores. A son extrémité, une vésicule globuleuse portant une rangée de

métules qui supporte une rangée de phialides, donnant naissance aux conidies elliptiques.

L’ensemble vésicule, phialides et conidies, formant la téte conidienne bisériée, mesure entre
0,15 et 0,5 mm de diametre (Tabuc, 2007).

Des études ont montré que les champignons associés aux algues marines peuvent produire

des composés bioactifs uniques en réponse aux conditions environnementales spécifiques de

leur habitat (Chun-Jun Guo et al. 2014). Par conséquent, les interactions entre Ulva lactuca

et les champignons comme Aspergillus terreus peuvent étre une source potentielle de

nouveaux composés antimicrobiens, comme ceux observés dans nos tests.
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VI Extraction de metabolites secondaire a partir d’un champignon
marin :

Aprés 24h d’incubation sous agitation périodique, I’extrait de I’acétate obtenue a été
évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif sous vide a une température de 40°C, nous avons
observé pendant 15 min la phase d’acétate d’éthyle a été évaporée a sec jusqu’a obtention
d’une croute séche avec une masse totale de 158 mg
Ce dernier a été récupéré pour obtenir une solution d’extrait de métabolite secondaire. Chaque
10 mg d'extrait a été dissous dans 1 ml de DMSO (extrait brute) Figure 54

Figure 54 : I’extrait obtenu a partir du champignon marin actif (Aspergillus terreus)

V1.1 Activité antibactérienne de I’extrait :

Aprés avoir identifié la souche d'Aspergillus terreus présentant une activité antagoniste
contre E. coli et Aeromonas nous avons procédé a I'extraction des composeés actifs de cette
souche. Cet extrait a ensuite été testé pour son activité antimicrobienne contre les mémes
bactéries en utilisant deux méthodes : la diffusion sur disque et la diffusion en puits. Les
résultats ont montré des zones d'inhibition significatives avec les deux méthodes, confirmant
I'efficacité de l'extrait. Les données obtenues ont été résumées dans le tableau ci-dessous,
mettant en évidence les zones d'inhibition observées pour E. coli et Aeromonas hydrophila
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Tableau 18 : les zones d’inhibition obtenue lors du test de diffusion sur disque et test des
puits de ’extrait de notre champignon marin actifs.

La méthode

Test des puits

Test des disques
La Bactérie

test

E.coli

Les diametres

Une zone treés faible d’inhibition
(mm)
(2 mm)
Aeromonas
hydrophila

Les diametres

(mm)
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Disque de Papier

d’extrait

| Tapis bactérien |
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d’Aspergilleus terreus

O Q Incubation a 37° () @

Inoculum bactérien
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heures
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avec milieu
spécifique

J Diameétre d’inhibition

Figure 55 : Illustration de résultats de diffusion par disque
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\
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E,coli

Aeromonas hydrophila

Figure 56 : Zone d’inhibition exercée par I’Aspergillus terreus a ’encontre des souches

bactériennes testées ( E.coli et Aeromonas hydrophila )
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Discussion :

A partir des résultats du tableau (n° 18) et la figure (n° 56) l'activité antibactérienne est
estimée en termes de diametre de la zone d'inhibition autour des disques et puits contenant
I’extrait de notre champignon marin (Aspargillus terreus ) vis a vis les deux bactéries
pathogenes a gram négatif (E.coli ) et Aeromonas hydrophila . Apres 24 heures d’incubation
a une température de 37°C., la présence des zones d’inhibition indique des résultats positif.
Ces zones ont été observees autour des disques et des puits de notre extrait ce qui signifie que
le champignon marin Aspergillus terreus produit des molécules antibactériennes capable de
stopper la croissance des bactéries tests, elles ont montré la sensibilité des bactéries testées
aux substances qui peuvent étre des antibiotiques synthétisé par ce champignon.

Nous avons enregistré la meilleure zone d’inhibition de 28,97 mm vis-a-vis Aeromonas
hydrophila par la méthode des disques, et une zone de 16,79 mm par la méthode des puits.
Concernant E. coli, une zone d’inhibition de 25,58 mm a été observée autour du puits de
I'extrait, tandis qu'une trés faible zone de 2 mm a été notée autour du disque. Cette différence
pourrait s'expliquer par une quantité d'extrait insuffisante en relation avec la charge

bactérienne.

v' En comparaison avec les valeurs critiques de Ponce et al., (2003), E coli est considérée
comme sensible en présence du filtrat de d’éxtrait de la souche d’Aspergillus terreus

v La bactérie Aeromonas aussi est considéré comme sensible en présence d’extrait
d’Aspergillus terreus et intermédiaire a l'encontre des autres souches d'Aspergillus
terreus.  Ponce et al., (2003),

Les résultats obtenus dans ce test, ont révélé la capacité d'Aspergillus terreus a inhibé ou
ralentir la croissance des bactéries pathogenes testés. En effet, selon Botton et al, (1990);
Barrios et Mejia (2008), les champignons peuvent produire des quantités impressionnantes
des métabolites secondaires et leurs produits peuvent avoir une grande importance. Les
métabolites secondaires d'Aspergillus terreus constituent une source naturelle pour plusieurs

substances a différentes activités thérapeutique. (Frisvad et al., 2016).

Botton et al., (1990) ont montré que les especes du genre Aspergillus sont connues pour leur

production de substances a effet antibactérien
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V1.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Le parametre de base pour évaluer la sensibilité (ou au contraire la résistance) d’une
bactérie a un antibiotique est la concentration minimale inhibitrice (CMI) de cet antibiotique
vis-a-vis de la bactérie testée : c’est la plus petite concentration d’antibiotique capable
d’empécher la bactérie de se multiplier. Dans cette recherche nous avons évalué la CMI de
notre champignon marin contre la bactérie Aeromonas hydrophila ,aprés 24h d’incubation a
37 °C nous avons remarqué une zone d’inhibition de 12 mm autour du disque de 1’extrait
diluée a 50%, mais aucun zone enregistré pour la concentration 25% par rapport au disque
témoin , donc I’extrait de 50% (5mg/ml) correspond la plus faible concentration inhibitrice
pour Aeromonas hydrophila (A), et Concernant la bactérie E. coli, nous n‘avons observé
aucune zone d’inhibition autour des disques imprégnés d'extrait dilué a 50% et 25% (B)Cela
indique que la concentration inhibitrice de notre extrait vis-a-vis de E. coli est de 100%
(10mg/ml). C’est-a-dire que seule la concentration d'extrait brut est active.

Figure 57 : La concentration minimale inhibitrice d’extrait d’Aspergillus terreus Vis a vis les bactéries

pathogénes (E.coli et Aeromonas hydrophila)
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Conclusion générale

Le présent travail a permis de mettre en lumiére I'importance des champignons marins
dans la recherche de nouveaux agents antimicrobiens, au terme de ce travail, nous avons
constaté que I'exploration des champignons marins représente une avenue prometteuse pour la
découverte de nouveaux agents antimicrobiens. Face a la montée inquiétante de la résistance
aux antibiotiques, les métabolites secondaires d'origine naturelle constituent une source
précieuse de composés bioactifs a fort potentiel thérapeutique comme nous 1’avons montré

dans cette étude.

Ce travail s'articule autour de plusieurs étapes clés. Tout d'abord, la collecte d'échantillons de

sable et d'algues de cing sites différents dans la wilaya de Mostaganem a permis d'isoler et de
purifier 25 diverses souches de champignons marins. Ensuite, l'identification macroscopique
et microscopique de ces isolats a été réalisée avec succes. Apres l'identification, nous avons
évalué l'activité enzymatique d'amylase et de protéase des souches isolées. Nous avons
observé que bien que la plupart des especes présentent cette activité enzymatique, ce n'est pas
le cas de tous les genres étudiés. La phase suivante a consisté en des tests d'antagonisme des
champignons identifiés contre des souches bactériennes pathogenes, révélant a la fois des
résultats négatifs et positifs.

Parmi les souches testées, Aspergillus terreus, isolé de l'algue verte Ulva lactuca de la plage
de sablette, a démontré une activité antimicrobienne significative. Les extraits de ce
champignon, ont montré des zones d'inhibition notables que contre Escherichia coli et
Aéromonas hydrophila, avec des diametres mesurés indiquant une efficacité remarquable, de
25.58 pour E.coli et 28.97 pour A.hydrophyla De plus, la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) a révélé qu'une concentration d'extrait diluée a 50 % était
suffisante pour inhiber Aeromonas hydrophila.

Ces résultats mettent en lumiere la capacité d'Aspergillus terreus a produire des métabolites
bioactifs efficaces contre des bactéries pathogenes, démontrant ainsi le potentiel des
champignons marins comme source de nouveaux composés antimicrobiens. Malgré les défis
rencontrés tout au long du processus, la persévérance et la rigueur ont permis d'aboutir a des

résultats prometteurs.
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En se basant sur ces résultats, il est d'intérét primordial de fixer les points suivants

comme perspectives :

« Purification, identification et extraction, des substances b pour obtenir des
extraits concentrés et potentiellement plus efficaces.

o FEtude de lactivité antimicrobienne en utilisant d'autres méthodes de
confrontation.

o Optimisation de la biosynthese des métabolites secondaires fongiques a des

fins médicales.

Ainsi, ce travail ouvre la voie a des recherches futures visant a exploiter le potentiel
thérapeutique des champignons marins, contribuant a la lutte contre la résistance aux

antibiotiques et a la découverte de nouvelles solutions antimicrobiennes.
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Les Annexes:

Annexe (01) :
Les Milieux de culture Préparés :

» Milieu Sabouraud a I’eau de mer :

Peptone.........oooviiiiiiiiiii 10g
GlUCOSE. ... 20g
Chloramphénicol.................ccoveiiinini. 0.5¢
Eau de mer filtré et stérilisé .................. 1Ls
PH o 6

Lait €crémeé.........covviviiiiiiiiiinnen. 300ml
AT i 159
Eaudistillée.............ooeiiiiiiiiii, 1L
PH o 6.5

» Milieu utilisée pour la productions d’amylase :

Extrait de [eVUre....ccveveveieieieinininininnnnnnn 3g
o] 010 N Sg
F AN 0010 (o] o FO PPN 2g
0 N 15g
Eau distillee ...vuverenininieiiiiiiiiiiiinianenen. 1L
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Annexe (02) : Matériel de laboratoire utilisée.

Le nom de La photo Le nom de
I’appareil I’appareil
]
Bain marie
Incubateur (95C°)
Agitateur Rota-
périodique vapeur
Plaque Balance
chauffante précise
Spectrophotomé
tre
Microscope

optique
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Matériel non biologique :

Annexes

® |es boites Pétris

Bec bunsen + briquet

e Bavette +les gantes

Papier aluminium

e Les lames +les lamelles

Spatule + cuillere

e Pipettes pasteurs

Flacons stériles

e Micropipettes et les embouts

Erlenmeyer

e Ance de platine

Entonnoir

e Tubes a essais + portoir

Barreau magnétique

e \ortex Couteau + lame gilette
e Papier wattman Scotch

e Papier film alimentaire Bécher

e Pince Ciseau

e Surings Tubes sec

e Mortier Passoir

e pH Meétre Pied a coulisse

= |_es produits utilisés :

e Eau de mer filtrée stérile

e FEau distillée

e Agar e DMSO
e Peptone e Acétate d’¢thyle
e Glucose e Alcool

e Chloramphénicol

e Extrait de levure

e Amidon

e Lait écreme

e FEaud’javel

e Lugol




