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Résumé :

Les champignons sont des organismes expérimentaux importants, utiles a I'homme,
faciles a cultiver, occupent peu d'espace, se multiplient rapidement et ont un cycle de vie
court. En plus ils sont des producteurs d’exoenzymes et de nombreux métabolites
secondaires tels que la pénicilline et la céphalosporine. Dans le monde marin l'importance
des champignons prenne une autre dimension car ils sont beaucoup plus inexploités et la
présence de salinité les induit a produire des métabolites qui peuvent avoir une grande valeur
économique.

Dans le présent travail nous avons procédé a la recherche de quelques métabolites et enzymes
produits par des isolats fongiques de 1’eau de mer. Six isolats dont quatre ont été identifiés a
Penicillium, Botrytis et Cladosporium , utilisés dans un test d’antagonisme vis-a-vis de
E.coli, S.aureus, P.aeruginosa et C.albicans sur milieu Mueller-Hinton. Dans cette étude
nous avons aussi évalué la croissance de ces isolats fongiques dans des concentrations de
2,5% et 5% de Na Cl et détecte leurs activité amylolytique, lipolytique et protéolytique

dans des milleuux de culture adéquats..

Les résultats de cette étude montrent que ces champignons ont faiblement inhibé les souches
tests. Les distances d’inhibition varient de 0 a 3 mm cette derniére est exercé par Penicillium
sur Candida albicans.

Le test de tolérance au sel indique une croissance de 4 isolats dans les concentrations de 2.5%
et 5% de Na Cl et une inhibition remarquable de deux isolats par ces deux concentrations.
L’étude de P’activité enzymatique a révélé quelques zones d’hydrolyse dans les milieux
utilisés signifiant une production de lipase, protéase et amylase par Penicillium, une
production d’amylase par Botrytis et une production de protéase par Cladosporium.

Mots clés : champignons marins — Métabolites secondaires — Antagonisme —Effet

antimicrobien — activité enzymatique.
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Introduction

Le développement rapide de la résistance aux antibiotiques chez les agents pathogenes a
généré une demande accrue pour le développement de nouvelles thérapies pour traiter les
infections microbiennes. Les médicaments développés a partir de sources naturelles sont une

alternative des composés de synthése (Abdulkawi et Wael Qasem, 2019). Les champignons

produisent une gamme variée de métabolites bioactifs, ce qui en fait une riche source de
différents types de médicaments. De nombreuses espéces fongiques sont des producteurs
actifs de nombreux produits d'importance industrielle et pharmaceutique (Mehta et al. 2017).
Récemment les travaux de recherche ont réussi a produire des substances d’une activité
importante, tels que les dérivés de buténolide comme agents anti-inflammatoires (Liu et al.
2018), l'aurasperone H comme anticancéreux (Li et al. 2016), les asperchondols A et B
comme antibactériens (Liu et al. 2017).

L’objectif principale de cette ¢étude et la recherches de substances bioactifs des
champignons de I’environnement marin qui est exceptionnellement complexe et englobe une
grande diversité biologique inexplorée. Nous avons choisis dans le présent travail d’isoler des
champignons a partir d’un sable de mer de la cote de la wilaya de Mostaganem (Sidi
Mejdoub), ensuite vérifier 1’halotolérance de ces champignons avant de les utiliser dans
I’inhibition de 3 bactéries (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et staphyloccocus) et 1
levure (Candida albicans) en fin tester leur capacité de synthese des enzymes lipase, protéase
et amylase.

Le manuscrit est structuré de deux parties, la premiere concerne la recherche
bibliographique qui présente en premier lieu des généralités sur les champignons et en second
lieu elle présente des notions sur les champignons de 1’eau de mer facultative et obligatoire et
leurs métabolites d’intérét thérapeutique et économique. La deuxiéme partie concerne le coté

pratique dans lequel le matériel et les méthodes suivis dans ce travail sont expliqué, puis les

résultats sont présentés, discutés, pour tirer a la fin une conclusion.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Al-Fakih%20AA%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Almaqtri%20WQ%5BAuthor%5D
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Chapitré 01 : Généralité sur les champignons

1. Caracteéristiques des champignons :
Les champignons sont des micro-organismes eucaryotes, pourvus de noyaux,

membrane nucléaire, chromosomes et nucléole. Ils se différencient ainsi des bactéries et des
actinobactéries, qui sont des procaryotes. Ils sont aussi caractérisé par un thalle
(Thallophytes= ni racine, ni tige, ni feuille) unicellulaire ou multicellulaire. Les champignons
unicellulaires sont appelés levures. D’autre part, les organismes fongiques se distinguent par
la présence d’une paroi riche en chitine et d’'une membrane plasmique qui contient de
I’ergostérol.

Le régne fongique représentent 1’un des groups importants sur terre et jouent un réle clé dans
de nombreux écosystemes (Mueller et Schmit, 2007). IL regroupe plus d’un million
d’espéces, dépourvus de chlorophylle et ayant un métabolisme hétérotrophe, ils doivent donc
puiser dans le milieu ambiant les substances organiques, 1’eau et les éléements minéraux
nécessaires a leur developpement. Une source de carbone organique est donc nécessaire a leur
développement (Kendrick, 2000).

Ces microorganismes sont des Organismes absorbotrophes (nutrition par absorbation)

les exoenzymes sont sécrétées hors des hyphes, ensuite, les plus petites molécules produites
par cette digestion externe sont absorbées a travers la grande surface du mycélium. La
majorité sont aérobies et mésophiles avec une temperature optimale de 15 a 30°C, quelques
individus sont thermorésistants qui se développe jusqu'a 80°C (Conner et Beuchat, 1987). La
majorité des champignons moisissures se développent dans des milieux a activité d’eau (aw)
située entre 0.85 et 0.99 (Pitt et Hocking, 1997).
Une autre caractéristigue mettant en évidence la diversité au sein de ces organismes est
I’existence d’une vie en relation avec autre organismes, selon plusieurs maniéres pour
accéder aux élements nutritifs : Le saprophytisme, la symbiose mutualiste et le parasitisme (
Veneault-Fourrey, Martin, 2011).

» Le saprophytisme: Les champignons prélévent leurs nutriments a partir de
matiére organique en décomposition, ils sont trés importants en tant que
décomposeurs et recycleurs de matiére mortes.

» La symbiose : Ces mycétes obtiennent leurs nutriments grace a un autre
organisme, leur procurant en retour certains bénéfices. Ce type d’association est
essentiel pour les végétaux 90%, des plantes seraient en symbiose avec ces
champignons en mycorhize. D’autre mycétes vivent en relation avec une algue, ils

ne peuvent survivre I’un sans 1’autre, ce sont les lichens.
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» Le parasitisme : Ces champignons leurs nutriments proviennent de la matiere
vivante.

2-Classification :

les champignons constituent un régne autonome le régne fongique, incluant des
espeéces macroscopiques (macromyceétes) et d’autres microscopiques (micromycetes) d’aspect
filamenteux ou levuriformes (Chabasse et al., 2002)

Le régne des champignons comprend des sous ensemble appelée division ou phylums, le
nom de chaque division se termine par Mycotina, les phylums se divisent en classe, le nom
de ces derniéres se termine par Mycétes, ensuite le suffixe <« ale > est utilisé pour désigner
les ordres, le suffixe << aceae > pour les familles. Chaque famille renferme les genres et les
espéeces qui représentent la base de la classification. Chaque champignon est identifié ainsi par
un nom binomial qui débute par le genre et qui Se termine par 1‘espéce comme tout autre
constituant du vivant (Chabasse, 2008).

Lfidentification des champignons est fondée principalement sur des critéres
morphologiques liés aux modes de reproduction. Classiquement, on distingue chez les
champignons, deux types de reproduction, 1‘une étant appelée asexuée car la cellule fongique
se divise par simple mitose, l‘autre appelée sexuée car intégrant un processus de fusion
cytoplasmique, de caryogamie et de méiose. Chez une méme espéce, on peut donc observer
une multiplication de type sexué issue d‘un stade morphologique particulier appelé
téléomorphe et une multiplication asexuée issue d‘un autre développement appelé stade
anamorphe (Chabasse, 2008). Lorsque 1‘espéce fongique existe dans la méme culture sous
forme sexuée et asexuée, on parle d‘holomorphe. En pratique, lorsqu‘un champignon est
découvert en culture, il portera le nom de la forme isolée. Lorsqu‘il existe sous les deux
formes (anamorphe et téléomorphe), c‘est le nom de la forme sexuée qui sera retenu en
priorité (Chabasse et al., 2002).

En raison de la diversité d’organismes appartenant a ce régne, la classification des
champignons fut difficile a établir. Néanmoins, ce regne peut étre divisé en cing groupes
majeurs : les Chytridiomycetes, les Gloméromyceétes, les Zygomycetes, les Ascomycetes, les

Basidiomycetes et les Deuteromycetes .

2-1-Chytridiomycotina :

Sont des les champignons les plus primitifs, elles sont aquatique, au mycélium large peu ou
pas cloisonné, dont les spores sont munies d’un flagelle.

2-2-Zygomycotina :
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Sont des champignons microscopiques a mycélium siphonné, de diamétre irrégulier,
pourvu de nombreux noyaux non separées par des cloisons. Essentiellement saprophyte, ils se
présentent sous forme de moisissures (Bouchet et al,. 1999). lls produisent des spores sans
flagelle. La production sexuée aboutit a la formation de zygospores d’ou le nom
«zygomycetes » donné a cette division (Chabasse, 2008).

2-3-Les Ascomycotina :

Sont des champignons, a thalle septé ou levuroides, présentent une structure
caractéristique appelée asque qui est un sporocyste particulier formé au cours de la
reproduction sexuée. L’asque renferme le plus souvent un nombre défini de spores ou
ascospores formées apres fusion de deux noyaux suivie de la méiose. El peut étre globuleux,
cylindrique ou plus ou moins claviforme (Botton et al., 1990).

2-4- Les Basidiomycotina :

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

2-5-Les Deuteromycotina :

Ce groupe comprend tous les champignons qui ne produisent ni ascospores, ni
basidiospore et qui se multiplient au moyen de conidies. Ile sont unicellulaire (levures) ou a
thalle filamenteux septé (Botton et al., 1990). Sur le plan taxinomique, ils représentent un
groupe artificiel en attente de regroupement définitif parmi les ascomycétes et les
basidiomycetes.

3- Reproduction des champignons :

La reproduction des champignons est complexe, reflétant ainsi ’hétérogénéité de leur
mode de vie. Elle peut étre sexuée ou asexuée, bien que certains champignons alternent entre
les deux types de reproduction sexuée et asexuée (Nester et al,. 1998).

3-1 Reproduction sexuée :

La reproduction sexuée (ou télémorphe) Propre aux champignons parfait ils peuvent étre de
n’importe quel phylum bien que les champignons zygomycétes, ascomycetes et
basidiomyceétes.

Ce type de reproduction fait intervenir la rencontre de filament spécialisée (plasmogamie), la
conjugaison des noyaux (caryogamie) et enfin une réduction chromatique (méiose) suivie
d’un ou plusieurs mitose. Ces événements sont suivis par la formation de quatre types de
spores dont le processus varie en fonction des différentes classes de champignons (Deacon,
2005).

4
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-Les ascospores : Produites dans I’asque des ascomyétes.
-Les basidiospores : Produites sur des basides des basidiomycetes.

- Les oospores : Produites chez les Oomycetes (organismes fongiformes).

-Les zygospores : Produites dans les zygosporanges des zygomycetes.

L’asque s’ouvre et relache les

ascospores ° r\ Germination de 1’ascospore
o o . 2
menant a la production d’un

/ . [ ] .. l
Reproduction
Méiose  puis sexuee
mitose

C — o H
axyOSamlekl (:+‘:]

Croissance de I’hyphe
végétatif.

Figure0l : cycle de reproduction sexuée chez les Ascomyceétes - La microbiologie de A3 Z
(google.com)

3-2 Reproduction asexués :

La reproduction asexuée (ou anamorphe) se fait sans fusion de gamétes. C’est un mode de
reproduction commun chez presque tous les champignons. La reproduction asexuée chez les
champignons peut se faire par bourgeonnement, Fission binaire, fragmentation, ou par
formation de spores (Alexopoulos et al., 1996). :

3-2-1 Le bourgeonnent et la fision binaire :

Le bourgeonnement et la fission binaire sont les formes de reproduction asexuée les
plus simples. Le bourgeonnent est une division inégale du cytoplasme, résultant en une
cellule parent et une cellule fille, celle-ci étant plus petite que la cellule parent. La fission
binaire par centre aboutit a deux cellules identiques.

3-2-2 la fragmentation et la sporulation :

La fragmentation est une forme de reproduction asexuée ou un nouvel organisme se
développe a partir d’un fragment parent. La sporulation est la plus important forme de
reproduction asexuée chez les champignons. Elle se fait a travers les spores asexuées, formées

5
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au cours de la phase asexuée du cycle de vie de champignons (phase anamorphe). Suit & une

mitose, ces spores se transforment en cellule reproductives appelées mitospores qui, apres
dispersion, se développent en de nouveaux organismes.

L'hyphe produitun
conidiophore.

Conidiophore

Conidie
L 1 T .. /
Reproduction -
Croissance de |I'hyphe asexuee

L b | J

vegetatif. Les conidies sont relachées du
conidiophore.

Germination du spore menantala
production d'un nouvel hyphe

Figure 02: cycle de reproduction asexuée chez Ascomycétes - La microbiologie de A3 Z
(google.com)



https://sites.google.com/site/microbiologieaz/classification-embranchements/ascomycetes
https://sites.google.com/site/microbiologieaz/classification-embranchements/ascomycetes
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Chapitre 02 : Champignons marins et leurs métabolites
secondaires

1- Les champignons marins :
1-1 Définition :

Selon Bemessaoud (2010), les champignons marins sont des champignons unicellulaire
ou filamenteux dont les plus grands d’entre eux ne mesurent que quelques millimetres. Leur
présence en milieu marin est connue depuis longtemps, le premier spécimen décrit fut
découvert en 1869 par Durieux de Maisonneuve et Montagne (in Kohlmeyer et Kohlmeyer,
1979). Selon leurs besoins environnementaux et physiologiques, plusieurs définitions ont été
offertes pour les champignons marins. En 1959, Gold se basait sur des critéres physiologie en
considérant que la salinité nécessaire pour obtenir un optimum de croissance et la
reproduction du champignon représentait un critére suffisant pour une bonne définition.
Cependant, Kohlmeyer et kohlmeyer (1979) ont écologiquement classifiés les champignons
marins en deux principaux groups, les champignons marins obligatoires et facultatifs. Ils les
ont définis comme suit ; «les champignons marins obligatoires sont ceux qui se développent
et sporulent exclusivement dans un habitat marin ou estuarien (eau saumatre). Les
champignons marins facultatifs sont des mycetes d’eau douce ou des zones terrestres capables
de se developper également dans un environnement marin naturel (Kohlmeyer et Kohlmeyer,
2000).

Selon Mettalah-Boutiba (2009), nous considéerons comme «marin» tout champignon
isolé d’un prélévement provenant du milieu marin et capable de se développer et de sporuler,
au laboratoire, dans des conditions proches de celle rencontrées dans 1’environnement marin.

La biogéographique de la microfonge marine dépend largement de plusieurs parameétre
comme la température, la salinité la teneur en éléments nutritifs, la pression hydrostatique et
la concentration d’oxygéne ( Kohlmeyer, 1983 ;Cuomo et al., 1995 ; hyde et al., 1998) :

Les champignons marins comme tous les micromycétes sont les microbes les plus
importants dans la chaine trophique. lls sont définis comme des microorganismes non
photosynthétique, pourvus de noyaux, habituellement composés d’hyphes filiformes, mais
parfois bourgeonnants (lodge, 1996). Ils sont hétérotrophes pour la matiere organique. Leur
mode de reproduction est sexué et /ou asexué. La colonie fongique née a partir d’une spore,
qui émet un bourgeon germinatif, se développe en hyphe (structure cellulaire tubulaire
siphonnée ou cloisonnée). Ces nombreuses spores de champignons marins ont des appendices
spéciaux pour I’attachement aux substrats (kohlmeyer et Volkmann-Kohlmeyer, 1991).

De nombreuses moisissures ont été isolées du milieu marin, des sediments et des
coquillages, suggérant que les océans représentent un vaste réservoir fongique (Kohlmeyer,
1983 ; Gareth-Jones, 1998 ; Vishwakiran et al., 2001 ; Pang et al., 2004). Dans les eaux
cotieres Hawaiiennes, plusieurs espéces de moisissures ont été isolées (Steel Wright, 1967).
Des études plus récentes ont été publiées sur les champignons filamenteux. (Gonzalez et al.
1998) ont étudies I’abondance et la diversité de la microfonge arénicole de trois plages
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mexicaines, les résultats obtenus ont montré une prédominance de Cladosporium

cladosporoides, especes non marine, sur les trois sites.
Cependant, des levures a differents attributs métaboliques ont été signalées capables de
se reproduire dans les environnements aquatiques tels que les océans et les mers, les
estuaires, les lacs et les fleuves (Kutty et Philip, 2008). Les levures marines sont
omniprésentes dans 1’environnement marin. Elles sont fréquemment trouvées dans le
tube digestif des organismes marins, dans I’eau de mer et dans le sable de plage. On
considére donc que les facteurs affectant la distribution des levures marines comprennent
les courants, la migration des organisation marins, et la contamination provenant de
source terrigenes (Van Uden et Branco, 1963 ; Fell, 1967 ; Vogel et al., 2007 ; Kutty et
Philip, 2008).

Des études antérieures ont indiqué que les levures marines n’appartiennent pas a un
genre ou a un groupe spécifique, mais elles sont représentées par une grande variété de
genre bien connus tels que Candida. Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia, Hansenula,
Rhodotorula, Saccharomyces, Trichosporon, et Torulopsis (Kutty et Phikip, 2008).

1-2- Habitat et classification des champignons marins :

Par le fait qu’aucun champignons n’est pas capable de réaliser la photosynthese, les
microfonges marins sont soit parasites, saprophytes ou vient en symbiose avec un autre
organisme. Ceux-ci multiplient leurs habitats : présents dans toutes les mers et océans. Les
micromycetes marins sont répartis sur le littoral, les plages sablonneuses, les mangroves et les
eaux profondes, méme dans les profondeurs abyssales a plus de -5000m (kohlmeyer,
1977 ;Brisou, 1975 ; Pang et al., 2004) . La microfonge marine des grandes profondeurs reste
de ce fait trées peu connue (Liberra et Lindequist, 1995; Vishwakiran et al.;2001)
transportées par des supports inertes ou vivants sur lesquels elles s’adsorbent, les spores
fongique son véhiculées par les courants marin (Brisou, 1975) et atteignent les 5 zones
mycogéographiques marins a travers le globe terrestre ; arctique, tempérée, subtropicale,
tropicale et antarctique ( kohlmeyer, 1983 ; Bemessaoud (2010).Ces champignons sont
également trouves sur divers substrats marins (par exemple : débris, boisés, herbes marines,
faune marine, et dép6ts profonds marins) (Raghukumar et al., 2004 ; Raghukumar, 2008 ; Das
et al., 2009). En sédiments ou completement associes avec des organismes marins : algues,
éponges, mollusques, échinodermes, crustacées, ascidies, poissons.

Bien que les spores fongiques s’accumulent dans I’écume de la mer, les mycetes ne se
développent pas réellement la. Les communautés fongiques se reproduisent également dans
les eaux saumatres, les marais salants, les marécages de mangroves, les lits de salpétre, le
sable, les dunes, et dans les plaines cotiéres (Bemessaoud, 2010). Le regne fongique est un
groupe polyphylétique qui peut se diviser en deux grands groups : les Mastigomycetes et les
Eumycétes. Le Tableau 1présente la position systématique des principaux genres de
champignons marins selon Moss (1966) ; Cuomo et al. (1988) ; Matallah-Boutiba 2011).
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Tableau n°1 : classification des champignons marins (Bemessaoud (2010).

Division Phylums Principaux genres
Mastigomycytes Chytridiomycétes (ou Camarasporium,
Coelomycétes) Cyptospora, stagonospora)
EUMYCETES ZYGOMY Cétes Gongronella, Mortierella
Ascomycetes Amylocarpus,

Arenariomyces,
Cerioporopsis, Chaetomium ,
Chaetosphaeria,
Corollospora, Emericella,
Flagellospora, Giliocladium,
Gymnascella, Haligena ,
Halorosellinia,
Halosphaeria, leptosphaeria,
ligninacola, lophiostoma,
lulworthia, Marinospora,
Monascus, Mycosphaerella,
Nereiospora, Paecilomyces,
Penicillium, Pertrichospora,
Paraphaeosphaera,
Phycomelaina, Remispora,
Sigmoidae, Sordaria,
Sphaerulina, Stibella,
torpedospora,
Varicosporina, Verruculina,
Wardomyces, Zopfiella

Basidiomycetes

Halocyphina, Hyalodendron,
Rhodosporidium,
Rhodotorula

Deutéromycétes

Acremonium (-
Cephalosporium) ,
Alternaria, Aspergillus,
Asteromyces,, Cirrenalia (-
Helicoma), cladosporium,
Coniothyrium, Dendryphiella
( cercospora), Dictysporium,
Fusarium,
Helminthosporium,
Humicola, Hypoxylon,
Labyrinthula,
Microsphaerospis,
Monodictys, Oospora (
oidium), Periconia, Phoma,
Phomopsis, Pithomyces
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,Pyrenochaeta, Scytalidium,
Stachybotrys, Trichocladium,
Trichoderma, Ulocladium,
Zaleriuon

1-3-La microflore fongique du sable des plages :

Selon Selon Bemessaoud (2010) et Aboulhassane, (2020) les plages représentent le
sédiment non consolidé qui se trouve a la jonction entre 1’eau (océans, mers, lacs et
fleuves) et la terre et se composent habituellement de sable, de boue ou de cailloux. Les
plages de sable sont fréquentées par les personnes et  les microorganismes sont
composant significatif du sable sur lequel ils ont été tous isolé. Certains nombre de
champignons qui se trouvent souvent dans 1’environnement comme saprophytes peuvent
agir en tant qu’agents pathogeénes opportunistes, particulierement chez les patients
immunodéprimés. Des études ont montrés des dermatophytes dans 42% du sable des
plages analysées. Les champignons saprophytes (Aspergillus candidus, Aspergillus
ochraceus et Aspergillus fumigatus) ont été isolés dans les zones inondees et
intermédiaires en conditions de marée haute (Izquierdo et al., 1986). Candida albicans
et autre Candida spp. Ont été isolées a partir du sable des plages (Bernard et al., 1988).
Izquierdo et al. 1986) ont isolés 16 especes de champignons provenant du sable de plage
le long de la Cote méditerranéenne nord-est de 1’Espagne, dont certaines souches
potentiellement pathogeénes. La plupart des espéces appartenant aux genres Penicillium,
Aspergillus et Cladosporium.La densité fongique de 180 échantillons du sable prélevés
de 42 plages méditerranéennes Espagnole s’est avérée atteindre plusieurs centaines de
milliers unités formant colonies (UFC) par gramme d’échantillon. Les genres les plus
généralement isolés étaient : Penicilium, Cladosporium, Aspergillus, Acremonium,
Altenaria et Fusarium. Dans une étude effectuée dans la région d’Attica en Greéce, les
isolats fongique inclus : Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
puilliermondi, Candida rugosa, Pitrirosporum orbiculare, Fusarium, Penicillium,
Mucor, Helminthosporium et Aspergillus niger (papadakis et al., 1997, dont certain
nombre est pathogenes (Hoog et al., 2000). (Mendes et al., 2000) en étudiant 42 plages
portugaises, inondées, non inondées, intermédiaires, et la zone inondée seulement
pendant la haute marée, ont trouvé une présence fréquente des mycetes filamenteux du
genre : Penicillium, Aspergillus, Acremonium, Fusarium, Cladosporium et Rhizopus, sur
toutes les plages étudiées et dans chacun des trois sites étudies.

Les champignons levuriformes tels que : Candida, ont été trouvés sur seulement

quelques plages, spécialement dans les zones inondées les plus fréquentées par les personnes,
surtout en mois de juillet et aout (Aboulhassane, 2020) .

1-4 Effets de la salinité sur les champignons marins :

La salinité et la température sont les principaux facteurs affectant la diversité de
champignons marins comme cela est bien illustré par les données de Booth et de Kenkel
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(1986). Les premiéres études physiologiques des champignons marins concentrés sur
leur exigence vis-a-vis de la salinité. Ont révélés que ces derniers ont des exigences pour
le chlorure de sodium a des concentration voisines a celles retrouvées dans 1’eau des
mer (Jones et Jennings, 1964 ; Meyer, 1968 ; Jones et al., 1971 : Byrne et Jones, 1975a,
b ; Jones et Harrison, 1976 ; Jennings, 1983, 1986).

En effet, les champignons zoosporiques tels que Althornia, Haliphthoros,
Thraustockytrium ont une exigence de sodium pour la croissance au niveau des
macronutriments (Alderman et Jones, 1971). Cependant les éspeces de Schizochytrium ont
été recemment isolées dans des habitats de mangrove avec faible salinité, tandis que les
espéces d’Halophytophthora présentent une grande tolérence a la salinité en milieu naturel et
sous les conditions de laboratoire ( Nakagiri et al., 1996 ; Leano et al., 1998).

La salinité a un autre effet sur la production des enzymes lignocellulolytiques. Les
salinité élevees réduisent généralement la production des cellulases (Pointing et al., 1999).La
production de peroxydase a ete favorisée a des salinités plus élevées, . Ceci est un autre
facteur qui peut jouer en rOle dans la détermination de la diversité des especes dans
I’environnement marin.

2- Enzymes et Métabolites secondaires d’origine fongique :

D’aprés (Maamar, 2015) et (Maamar et al. 2020) Les champignons sont d’une grande
importance, pas seulement en ce qui concerne la santé et I’industrie, mais aussi du point de
vue economique, Les champignons filamenteux présentent une grande capacité a produire
plusieurs acides organiques, tels que I’acide citrique et itaconique, les enzymes, les pigments
et également les antibiotiques.

Selon ( Boublenza ,2022) La premiére molécule fongique marine a été découverte en 1945,
par Giuseppe Brotzu. Ce champignon, initialement identifié comme Cephalosporium
acremonium, montrait des activités contre les bactéries a Gram négatif et Gram-positif
(Abraham, 1979). Les cultures de C. acremonium ont permis d’isoler et de caractériser d’une
famille de molécules appelées céphalosporines, encore utilisées aujourd’hui en médecine
(Muhdiiz et al., 2007). La recherche des molécules actives issues de champignons marins est
relativement récente. 1l aura fallu attendre presque 50 ans, aprés Giuseppe Brotzu, pour voir
s’intensifier les recherches sur les métabolites fongiques marins. Avant 1992, seulement 15
composés de champignons marins étaient décrits (Fenical et Jensen, 1993). Depuis, le
nombre de molécules fongiques marines a augmenté de fagon exponentielle (Fig. 03).

Les enzymes peuvent étre classés selon leur mode d’action spécifique. En industrie, la classe
d’enzyme la plus exploitée est celle des hydrolases (Jaouadi, 2010) Généralement, les
hydrolases produites par les champignons sont des enzymes endocellulaires (catalase, lactase
et invertase) ou exocellulaires (amylases, cellulases, pectinases et protéases) (Bornscheuer,
2002).

11
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Figures 03 : Nombre de meétabolites de champignons marins décrits chaque année (Faulkner,
1992, 2002, Blunt et al., 2003, 2016).

2-1- Les lipases :

Une lipase peut étre définie comme une triacyl-glycérol hydrolase, C’est I’enzyme qui
catalyse I'hydrolyse des liaisons esters des triglycérides émulsionnés en diglycérides,
monoglycérides, glycérol et acides gras ; les lipases sont des enzymes indispensables pour le
fonctionnement des cellules et le transfert des lipides d'un organisme a un autre (Lopez,
1998).

2-2- Les amylases :

Les amylases sont des macromolécules appartenant a la classe des protéines globulaires, de
type endoglycanases de la classe des hydrolases qui agissent sur les liaisons (1,4) de I’amidon
(Gupta, 2003).

L’amylose présentant le substrat polymérique des enzymes amylolytiques est caractérisé
par une macromolécule de structure linéaire constituée d’unités o-D-glucose, liées par des
liaisons de type o (1-4), ’amylose est susceptible de former des complexes d’inclusion avec
de nombreuses molécules organiques ou minérales, comme 1’iode, les acides gras libres, les
lipides mono-acylés et certaines molécules aromatiques (Bahrani, 2012).

2-3 Les protéases :

Les protéases sont un groupe d’enzymes trés complexe, elles appartiennent a la classe
d’hydrolases formées d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques (Kumar, 2005).En effet, ce
sont des enzymes qui catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute molécule
protéique, elles scindent les protéines en fragments polypeptidiques. Les protéases constituent
les enzymes les plus importantes qui peuvent étres produites par plusieurs genres fongiques
(Frazier, 1967).

12
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2-4-Métabolites secondaires :
2-4-1 Définition et fonction :

Les champignons produisent de nombreuses molécules de faible poids moléculaire,
connues sous le nom de métabolites secondaires. Contrairement aux métabolites primaires,
nécessaires au développement cellulaire et impliqués dans des voies métaboliques plus ou
moins communes aux trois domaines du vivant, les métabolites secondaires sont propres a
chaque souche et ne sont synthétisés que pour aider a la survie de l’individu dans un
écosysteme donné (Keller et al., 2005). Ces métabolites présentent une multitude d’activités
biologiques. Par exemple, dans les écosystémes complexes tels que les sédiments marins, ou
la matiére organique accessible est limitée, les micro-organismes peuvent synthétiser des
métabolites secondaires pour inhiber la croissance d’un compétiteur. Parmi ces métabolites
secondaires, certains montrent des activités antimicrobiennes et sont particulierement
intéressants dans le domaine pharmaceutique. En revanche, d’autres sont toxiques,
carcinogenes ou encore mutagenes et peuvent donc menacer la santé humaine, animale et
végetale. Ils sont couramment appelées les mycotoxines (Binder, 2007).

2 4-2 Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires synthétisés par les champignons microscopiques, ne se limite pas
aux antibiotiques. Ces microorganismes sont capables de produire des substances a activités
pharmacologiques (des hormones, des récepteurs de substances animales et des substances
comparables a des peptides médiateurs chez les vertébres (insuline).Les métabolites
secondaires qui sont classés selon leur structure chimique en quatre groupes majeurs sont :

- Les composés phénoliques ou aromatiques.

- Les terpenoides.

- Les hétérosides.

- Les alcaloides.

2-4-3 Les composeés phénoliques

Les composés phénoliques sont une vaste classe des substances organiques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol C6H50OH qui est un
monohydroxybenzéne. Les composés phénoliques sont fort répandus dans le regne végétal ;
on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et 1’arome, ou
I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations des phénols.
Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état li¢ sous forme d’esters ou plus
généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeres naturels (tanins).
Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides (Walton N.,
Brown D. 1999).

13



Revue bibliographique

> Les terpénoides :

Les terpénes constituent le plus grand ensemble des métabolites secondaires des
végétaux, notamment les plantes supérieures. Ils sont également rencontrés dans les autres
types d’organismes vivants (algues, mousses, champignons, insectes) (Guessoum D. 2015) .
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'une unité
isoprénique ( Boubekri C. 2014).

CHs
__CH>

1,C

Figure 04: Structure de base des terpenoides.

> Les hétérosides :

D’aprés Bramki et Nekia, (2016) Les hétérosides ou glycosides sont des molécules
formées par combinaison d’oses et de substances non glucidique appelées aglycones ou
génines .c’est métabolite secondaire le plus anciennement connues .1l forment des substances
de réserve localisées dans les vacuoles cellulaires .Les hétérosides se différencient entre eux
par leurs génines qui appartiennent a tous les groupes de métabolisme secondaire (flavonoide,
saponosides, et tanins) et par le mode de liaison entre le génine et 1’ose ainsi que par la nature
de la partie glucidique. lls sont classés selon la nature de la liaison en C-, N, O-, S-
hétérosides (Aref M. 2015).

» Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone
d’hydrogene, d’oxygéne et d’azote. Typiquement comme les amines primaires, secondaires,
ou tertiaires et cela confére la basicité a I'alcaloide, en facilitant leur isolement et purification
comme sels solubles dans l'eau formés en présence des acides minéraux. lls peuvent étre
présents dans tous organes Leur teneur est tres variable, généralement comprise entre 0.1% et
2 a 3 % du poids sec de la drogue. Les alcaloides existent rarement a 1’état libre, mais le plus
souvent ils sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (Kissoum.et Khalfaoui
2015). Les alcaloides représentent 20% des métabolites actifs fongiques. lls contiennent un
atome d’azote dans leur structure et dérivent principalement des acides aminés (Ziegler et
Facchini, 2008). Ainsi, ils comprennent un grand nombre de molécules trés diverses dont
principalement des indoles-alcaloides. Ces derniers dérivent du tryptophane qui contient un
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noyau indole. Les premiers produits d’origine fongique en médecine sont les alcaloides de
I’ergot du seigle utilisés en gynécologie et pour diverses autres indications. Les alcaloides de

I’ergot sont toxiques a fortes doses en provoquant des gangrénes. A des concentrations
limitées, ces alcaloides se révelent de précieux médicaments.
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Matériel et méthodes

1-Echantillonnage :

un échantillon de sable sous I’eau de mer a été prélevé durant la période de mois d’avril
2022, le site de prélévement d’échantillon se trouve au niveau de la plage de Sidi Mejdoub
de Mostaganem (Fig.05).

1.1. Techniques de prélévement, transport et conservation :
L’échantillon a été prélevé dans un flacon stérile de 250 ml fermé hermétiquement.
Le flacon est transporté par la suit puis conserver au réfrigérateur a 4°C.

oa=mall o _,_b'L\._:‘}:
Pavillon de plage =

Kharouba beac

Plage Kharouba

Figure 05: Présentation de site d’échantillonnage

1.2. L’échantillon de sable de mer :
L’échantillon est susceptible de contenir un réservoir de microorganisme (bactéries,
champignons, levures, virus, algues et diatomées) qui peuvent s‘adapter a un
environnement en constante évolution, ces organismes vivent entre grain de sable et
sont impliqués dans les interactions de la chaine alimentaire (Larsen et Doggett,
1990).

2. Préparation de milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar):

Le Milieu de culture PDA (Annexe 1) est un milieu de microbiologie courant produit
a la base d’infusion de pomme de terre additionné de glucose et d’agar agar. Ce milieu est
largement utilisé pour cultivé les champignons. Pour préparer ce milieu 200g de pomme de
terre épluchés et découpés et mis a ébullition dans un récipient contenant 1litre d’eau pendant
20 minutes ensuite filtrés par un tissu de mousseline et le filtra est complétés a un litre par
I’eau distillée. Cette infusion de pomme a été additionnée de 20g/l de glucose et de 20g/1
d’agar agar et autoclav2 a 120°C pendant 20 minutes. (https://wwwcliniscience.com).
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3. Isolement des champignons :

L’isolement des champignons a été effectué par la préparation d’une suspension de
10g de sable dans 90 ml d’eau physiologique stérile. A partir de cette solution mére une
série de dilutions de 10" & 10° a été effectuée. A partir de chaque dilution, un volume de
0.1 ml a été ensemencé en surface dans une boite Pétri contenant la gélose PDA. Chaque
dilution a été ensemencee ensuite incubée a 25°c durant 72h.

3. Choix et purification des isolats fongiques:
Les colonies présentant un aspect filamenteux ont été choisies et numérotés
ensuite purifiées sur une gélose PDA par des stries et incubées a 25°C pendant 3 jours.

5. lIdentification :

L’identification des souches fongiques a ¢été faite essentiellement a partir des
caracteres culturaux et morphologiques par une étude macroscopique et microscopique), ces
caractéristiques ont permis d’identifier certains isolats fongique par 1’utilisation d’une clé de
détermination (Botton et al, 1999).

5.1. Identifications macroscopiques :

Cette étude est faite principalement pour déterminer les principaux caracteres culturaux:
la vitesse de croissance des colonies, la couleur des colonies, leur variation en fonction du
temps, 1’aspect de la surface, la couleur de I’envers des boites, I’odeur des colonies et le
changement de la couleur du milieu utilisé (Guiraud, 1998).

5.2. Identification microscopique :

L’examen microscopique des colonies fongiques a été réalisé entre lames et lamelles.
Généralement, un examen a 1’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des
éléments importants a examiner (Cahagnier, 1998) Le thalle, les spores, modes de formation
des conidies, mode de groupement des conidies, mode d’implantation des cellules
conidiogénes, présence de structures protectrices issues de la reproduction asexuée ou sexuée
et présence des chlamydospores) (Tabuc, 2007).

6-Test de salinité :

La salinité et la température sont les principaux facteurs affectant la diversité des
champignons marins. Les premiéres études physiologique des champignons marins concentré
sur leur exigence vis-a-vis de la salinité, ont révélés que ces derniers ont des exigence pour le
chlorure de sodium a des concentration voisines a celles retrouvées dans I’eau de mer (Jones
et Jennings, 1964 ; Meyrs, 1968 ; Jones et al ., 1971 ;Byrne et Jones, 1975a,b ; Jones et
Harrison, 1976 ; Jennings, 1983,1986).

Dans le but de confirmer I’influence de la salinité sur la croissance des champignons
afin de déterminer les souches fongiques les plus tolérantes, les six isolats fongiques ont été
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ensemencés en boites Pétri sur deux milieux PDA a2,5% et 5% de chlorure de sodium. Les
boites ont été incubées a 25°C pendant 3 jours.

7- Réactivation des souches bactériennes test :
L’activité antibactérienne a été testée vis-a-vis de 3 bactéries et 1 levure (Tab.02).

Tableau 02: Les microorganismes test et leurs milieu sélectifs

Souche Milieu sélectif Origine

E.coli Hecktoen C.H.U d’Oran (Algérie)

Staphylococus Chapman C.H.U d’Oran (Algérie)

Pseudomonas King B C.H.U d’Oran (Algérie)

Condida albicans Sabouraud Universit¢ d’Abd El Hamid
Ibn Badis-Mostagenem

Afin de tester I'activité antagoniste des souches isolées, des souches cibles nous ont été
offertes ensemencées dans des boites contement des milieux de culture indiqués dans le
tableau 2. Ces derniéres ont été purifiées ensuite dans des milieux de cultures adéquats
comme sulit :

Candida albicans : A été ensemencée sur milieu Sabouroud + chloramphenicol et incubée a
25°C durant 72h..

E.coli et Staphylococcus ont eté purifiées sur gélose nutritive et incubé a 37°C pendant 48h

P.aeruginosa a été purifiee milieu King B et sur gélose nutritive puis incubé a 37°C pendant
24h.

8-Test d’antagonisme in Vvitro :

L’évaluation de [I’activité antimicrobienne des champignons passe par le test
d’antagonisme. Le but de cette manipulation est la recherche du pouvoir antibactérien des
souches fongiques étudiées. (Hazalin et al., 2009).

L’antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition. Un hyper
parasitisme une production de sidérophores ou une antibiose (Sofiane ,1998)
le choix d’un milieu de culture adéquat est indispensable ou bon développement du
pathogene et de I’antagoniste.

8.1/ Antagonisme Sur milieu Mueller-Hinton :

L’expérience est réalisée par a déposition des isolats fongiques sous forme de
lignes sur la gélose de Mueller-Hinton (Annexe 02) coulé auparavant dans des boites Pétri puis
incuber a 25°C pendant 48h. Aprés cette période d’incubation les souches cibles « Candida
albicans ,E.coli, Staphelococcus et ,P.aeruginosa » sont ensemencées par une ligne
perpendiculaire par rapport au trait de champignon ensuite ; les boites sont incubées a 37° C
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pendant 24 heures. Les zones d’inhibitions entre les champignons et les souches cibles ont
été mesurées (Balouiri et al., 2016).

9- Recherche des enzymes :

-la capacité des champignons a produire des enzymes extracellulaire a savoir ’amylase, la
lipase et la protéase, a été testée comme suit :

» La production d’amylase a été mise en évidence sur le milieu PDA contenant 1%

d’amidon (Annexe 3). En cas d’une réaction positive, le contour de la colonie sera
brun apreés addition de lugol ce qui indique que le champignon a libéré ’amylase.

La production de protéase a été révélée sur une gélose au lait écrémé (Annexe 4).
Dans une réaction positive la gélose qui entour la colonie devient claire se qui
signifie production de caséinase. Dans la deuxiéme méthode pour la recherche de
caséinase 2ml de lait écrémé stérile et chaud (48°a 50°C) sont déposé dans chaque
boite de Pétri a I’aide d’une pipette et puis recouvert de la gélose nutritive fondue et
homogénéiser par des mouvements circulaires tout doucement , apres la solidification
de la gélose, les champignons ont été ensemencés aseptiquement par touches et
incuber a 25°C pendant 72h.

La production de lipase a été testée sur milieu PDA contenant 10ml/l de Tween 20 et
0,19/l de CaCl, (Annexe 5). En cas d’une réaction positive une observation d’un un
précipité qui entour la colonie, signifiant une hydrolyse des lipides ..

Les ensemencements dans les tests de recherche des enzymes ont été effectués en transférant
un explant fongique par une touche centrale.
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Résultats et discussion

1- Isolement et obtention d’isolats de champignons :

L’isolement des champignons sur un milieu PDA a partir du sable de mer de la plage de Sidi
Medjdoub (Mostaganem) nous a permis d’obtenir un ensemble de colonies a aspect
filamenteux aprés une période d’incubation de 72 h. A partir des cultures obtenues, 6 isolats

d’aspect morphologique différent ont été choisies, numérotées et purifiées.

Figures 06 : lllustration des colonies de champignons sur milieu PDA aprés 72 h
d’incubation a 25°C.

2-Caracterisation et identification des isolats fongiques

L'observation macroscopique des isolats fongiques cultivés sur milieu PDA a montré
des colonies a croissance modérée, une texture laineuse avec un mycélium aérien court ou
poudreux. Les colonies en culture avaient généralement une couleur allant du blanc, vert au
jaunatre avec un revers des boites incolore, beige ou gris verdatre.

Deux isolats (02) présente des colonies verte avec un envers marron foncé. Sous microscope
optique il apparait avec un mycélium cloisonné et des phialides en pinceau et des conidies en

chaine, ce qui nous a permit de les classer comme Penicillium (fig. 7).
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Figures 07: Morphologie macro et microscopique du genre penicillium.

Un (01) isolat présentant des colonies envahissantes le mycélium couvre toute la boite de

Pétri, aspect floconneux, mycélium blanc au départ devient gris a gris foncé; revers gris, le
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conidiophore se présente sous forme d’un arbre. Ces caracteres correspondent au genre
Botrytis (Pitt et Hocking, 1999) (Fig. 8).

Figures 08: Morphologie macro et microscopique du genre Botrytis

Un (01) Isolat a mycélium poudreux de couleur vert olive a noiratre. Le revers est noir
olivatre et les conidiophores sont plus ou moins distincts des hyphes végétatifs, étant dressés,
droits ou flexueux, ramifiés uniquement dans la région apicale, Les conidies sont produites en
chaines. Une présence de chaines de conidies qui se désarticulent facilement. Ces

caracteristiques correspond au genre Cladosporium (Fig. 9).
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Figures 09: Morphologie macro et microscopigque du genre Cladosporium

Un (01) isolat présentant des colonies de couleur blanche qui brunissent avec le temps et
un autre isolat de couleur vert noirdtre. Ces deux champignons son a mycélium stérile
(dépourvus de spores) Comme ces champignons ne produisent pas de spores, il est
impossible d'utiliser les méthodes traditionnelles de comparaison morphologique pour les

classer. Cependant, des techniques moléculaires peuvent étre appliquées pour les déterminer.
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Figure 10 : Aspects macroscopiques des colonies des champignons a mycélium stérile

L’étude des aspects macroscopiques et microscopiques des souches isolées a partir du sable
de mer de Sidi Megjdoub a montré la présence de 3 genres : Penicillium, Cladosporium et
Botrytis et deux isolats a mycélium stérile. Ces derniers sont des formes végétatives
dépourvues de spores, soit parce que leur milieu de culture ne favorise pas la sporulation, soit
ils appartiennent donc au groupe des champignons a mycélium stérile.

Plusieurs travaux dans la littérature indiquent la présence de ces genres saprophytes dans le
sable de mer. (Gonzalez et al. 1998) ont mentionné une prédominance de Cladosporium
cladosporoides, dans des sables de trois plages mexicaines. (Izquierdo et al. 1986) ont isolés
16 espéces de champignons provenant du sable de plage le long de la Cote méditerranéenne
nord-est de I’Espagne dont la majorité font partic des genres Penicillium, Aspergillus et
Cladosporium. Les méme chercheurs ont signalé la dominance du genre Aspergillus dans des
zones inondees et intermédiaires en conditions de marée haute. Larrondo et Calvo, (1989)
indiquent dans une étude effectuée dans la région d’Attica en Gréce que les isolats fongiques
obtenus inclus des especes de la levure Candida et des moisissures des genres Fusarium,
Penicillium, Mucor, Helminthosporium et Aspergillus niger. Aboulhassane, (2020) a
mentionné que les champignons tels que : Candida et Trichophyton, ont été trouvés sur
quelques plages les plus fréquentées par les personnes, surtout en mois de juillet et aout.
L’¢tude réalisée sur des sables de deux plages a Casablanca (Maroc) par ( Abdallaoui et al.
(2007) montre que 70 champignons ont été isolées a partir de 56 échantillons dont 19 sont
des levures (dix C. albicans et neuf autres), cinq Trichophyton rubrum, quatre Scytalidium
dimidiatum, 25 Aspergillus sp., 13 Penicillium sp, deux Cladosporium et deux Scedosporium.
Dans une autre étude 5 genres de champignons filamenteux prélevés de I'eau de mer du port
d'Oran ont été identifiés a Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria et Acremonium
(Maamar, 2015).
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3-Résultat du test de ’effet de la salinité :

Les résultats de la croissance en présence de 2.5% et 5% du Na Cl (Tableau. 3)
indiquent une tolérance de 4 isolats (n°: 1, 2,5 et 6) alors que ces concentrations ont inhibé
deux isolats (n°3 et 4).ces résultats montrent que la sensibilité des micromyceétes envers la
salinité varie d’un isolat a I’autre.

Ces résultats prouvent aussi que la salinité de la mer méditerranée n'empéche pas la
prolifération et la présence des champignons saprophytes et que ces derniers peuvent ce
développer dans ces conditions. Les travaux indiqués dans la littérature annoncent que la
salinité et la température sont les principaux facteurs affectant la diversité de champignons
marins comme cela est bien illustré par les données de Booth et de Kenkel, (1986). Les
premiéres eétudes physiologiques des champignons marins concentrés sur leur exigence vis-a-
vis de la salinité. Ont révélés que ces derniers ont des exigences pour le chlorure de sodium a
des concentrations voisines a celles retrouvées dans 1’eau des mers (Maamar, 2015)

Les résultats des travaux de Chamekh et al. ( 2019) qui a travaillé sur des échantillons de sol
de sebkha d’Oran indiquent que sur 25 isolats qui ont poussé sur PDA a 2.5% de Na CI

seulement 8 ont pousse sur PDA a 5% de Na CI.

Tableau n° 03: résultant de test de salinité

Numeéros des isolats Concentration Observation
fongiques 2,5% 5%
1 ++ ++ Forte croissance
2 +++ + Forte croissance
3 + + Faible croissance
4 + + Faible croissance
5 +++ +++ Tres Forte croissance
6 ++ + Forte croissance
+++ : Trés Forte croissance ++ Forte croissance +: faible croissance
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Figure 11: Effet du stress salin a 2.5% de chlorure de sodium sur la croissance des isolas
fongique.

Figure 12 : Effet du stress salin a 5% de chlorure de sodium sur la croissance des isolas
fongique.
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4-Observation microscopique des souches test :

La coloration de Gram a montrée les cellules de Staphylococcus en cocci a Gram
positif, isolés, regroupés en diplocoques, en court chainette et en amas. Les cellules d’E.coli
et de Pseudomonas aeuriginosa apparaissent en forme de batonnets & Gram négatif tandis
que les cellules de Candida albicans a Gram positif apparaissent a I’état frais en forme

unicellulaire, bourgeonnantes avec des noyaux.
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Figure 13 : Observation microscopique des souches test apres coloration de Gram des x 1000.

5-Résultat du test d’antagonisme in vitro :

Les résultats de la confrontation directe sur milieu de culture entre les champignons de
I’eau de mer obtenus et les souches test ont montré une activité faible de deux genres
fongiques seulement (Penicillium et Cladosporium) (Tableau.4) et (fig.14 15) Les résultats
des autres isolats ont été tres fiables a nuls (résultats non montrés).

Les distances d’inhibition obtenue par penicillium varient de 0 & 3mm et celles obtenus par

cladosporium varient de 0 a 2 mm.
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Nous pouvons constaté que le genre Penicillium n’a inhibé que la levure candida alibicans
alors que le genre Cladosporium a faiblement inhibé Staphylococcus , E.coli et Candida
albicans.

Ce travail exprime la résistance des souches microbiennes d’origines cliniques utilisées ici
comme cibles vis avis des isolats fongiques. La lutte contre cette résistance nécessite de tester
un plus grand nombre de champignons et d'étudier les facteurs qui stimulent le champignon a
produire des substances actives contre le pathogéne. Contrairement aux résultats de notre
étude beaucoup de travaux on signalé que le genre Penicillium exerce une forte activité
biologique par production de métabolites antimicrobiens (Mertin et lira, 1989 ; chater et
Bibb,1997; Mertin, 1998).

Les résultats d une étude présenté par ( Chalearmsrimuang et al. 2022) sur dix extraits bruts
de champignons d'origine marine ont indiqué que les champignons marins sont des agents
prometteurs ayant des mécanismes antagonistes impliquant la production d'antibiotiques.

Figure 14: Activité antagoniste de Penicillium vis-a-vis P.aeruginosa, E.coli, S.aureus,
C.albicans
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Figure 15: Activité antagoniste de Cladosporium vis-a-vis P.aeruginosa, E.coli, S.aureus et
C.albicans
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0.3
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0.2 B E.coli
W psodomonase
0.15 1 candida
B staphyloccocus
0.1 A
0.05 -
0 — T T 1
pinicillium cladosporium

Figure 16 : Histogramme des résultats du test d’antagonisme.
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Tableau n° 04: distance des zones d’inhibition (en cm) entre les isolats fongique et les souches
test.

Isolats fongiques
Souches Penicillium Cladosporium
Escherchia.coli 0,1 0,2
Pseudomonas 00 0,1,
Condida 0,3 0,2,
Staphylococus 0.1 0,2

6-Mise en évidence des activités enzymatiques :

Aprés ensemencement en touches et incubation du milieu de culture de production de
chaque enzyme pendant 05 jours, les résultats obtenus ont montré des zones d’hydrolyse de
diamétres différents suivant la capacité de chaque champignon a dégrader le substrat

disponible dans le milieu (Tab.05).

6.1. Mise en évidence de I’activité lipolytique :

Le résultat de la mise en évidence de I’activité lipolytique par les isolats fongique

¢tudiés montre 1’absence de cette activité chez tous les isolats sauf I’isolat 5 qui était positif
et qui est définie par la formation d’une zone trouble de 3 mm de diamétre autour de la
colonie et donc une activité lipolytique faible a éte effectuée.
La production d’enzyme a été exprimée par I’hydrolyse de glycéride en glycérol et acide gras.
Dans des travaux similaires les auteurs ont signalés des activités lipolytique chez des isolats
fongique dont des Aspergillus , Penicillium ,Chrysosporium,Cladosporium, Ustilago et
Wallemia (chamkh et al.,2019) . En effet, les résultats obtenus par ( Kumar et Narasimha
2012) et aussi par( Ulker et Alpay Karaoglu, 2011) qui ont rapporté que des isolats du genre
Trichoderma, en particulier ceux de 1’espece de T. harzianum sont les meilleurs producteurs
de lipases.
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Tableau n°05 : résultats de I’activité enzymatique.

Souches

Amylase

Protéase

Lipase

Mycelium
stérile

Botrytis

Mycélium

Penicillium

Penicillium

m

Cladosporiu
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Tableau n°06: Diamétre (en mm) des zones d’hydrolyse des souches fongique testées aprés 5
jours d’incubation.

N° de I’isolat | Souche Diamétre (mm) des zones d’hydrolyse
Amylase Protéase Lipase

1 Mycélium stérile - - -

2 Botrytis 4 - -

3 Mycélium stérile - 7 -

4 Penicillium Nd Nd Nd

5 Penicillium 2 10 3

6 Cladosporium - 10

-= absence d’hydrolyse Nd = non déterminé

6.2. Mise en évidence de ’activité amylolytique :

Dans le présent travail deux isolats seulement 2 et 5 (Botrytis, Penicilium) (Tableau .
5) ont développé des zones d’hydrolyse de I’amidon. Cette hydrolyse par 1’amylase,
entrainera ’amidon hydrolysé qui ne formera pas de couleur bleu autour de la colonie et
formera une zone brune, la présence d’une couleur bleu autour des colonies indique une
réaction entre le réactif iodé et ’amidons non hydrolysé (Risandi et al., 2019).
Plusieurs travaux sont réalises pour détecter la production des Amylases par les champignons.
Dans ce contexte (khalaf abdullah et Al- Bader. 1990); (Guimaraes et al. 2006) ;
(Chamekh et al. 2019) ont publiés leur travaux sur des champignons filamenteux et levures

dont Aspergillus , Penicillium et Fusarium.

6.3. Mise en évidence de I’activité protéolytique :

En utilisant le milieu au lait gélosé, Les résultats obtenus aprés I’incubation indique des
zones d’hydrolyse de 7 et 10 mm de diamétre (Tableau . 6) permettant la mise en évidence de
’activité protéolytique chez 3 isolats ((Mycélium stérile, Penicillium et Cladosporium).

La présence d’une activité protéolytique se traduit clairement par formation d’un halo claire
autour des colonies, résultant de la dégradation des protéines du lait par I’exo protéase. Des
travaux de recherche réalisé dans le but de produire des protéases a partir des champignons
ont permis de mettre en évidence la capacité de penicillium de produire des protéases sur
milieux bon marché .

Chamekh et al. (2019) ont pu sélectionner 18 isolats sur la base de la présence d’une zone
d’hydrolyse sur milieu gélosé caseiné. Sept espéce du genre Aspergillus (A. subramanianii, A.
teurreus, A. europaeus, trois non identifies), neufs isolas appartenant au genre Penicillium

(P. flavigenum, P.canescens, P. mariae-crucis, P. allii, P.vanaceum, P.egyptiacum,
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P.longicatenatum, et deux non identifiés) ont produit des protéases. Les auteurs de la méme
publication ont signalé que Gymnoascus halophilus et Ustilago cynodontis sont les meilleurs
souches productrice de protéase extracellulaire. (Ben Younes et Sayadi 2011) ont testé

également la production de protéase extracellulaire sur milieu a base de caséine.
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CONCLUSION

Le travail présenté ci-dessus a pour but d’isoler des champignons provenant d’un milieu
marin qui ont le pouvoir de produire certains enzymes et substances antimicrobiennes et cela
a travers des différents tests in vitro. Notre étude expérimentale a commencé par un isolement
des champignons a partir d’un échantillon de sable marin de la plage de « Sidi E1-Majdoub-
Mostaganem » sur un milieu PDA qui favorise la croissance des levures et des moisissures.
D’un autre coté nous avons obtenu des souches tests« E.coli, S.aureus, P.aeruginosa » du
laboratoire médical du C.H.U Oran» et une levure « C.albicans » du laboratoire de
microbiologie de I'université¢ de Mostaganem. Nous avons aussi procédé¢ a I’identification des
six isolats fongiques par des observations macroscopiques et microscopiques. Cette
identification a abouti a classer deux isolats au genre Penicillium, un isolat au genre Botrytis,
un autre au genre Cladosporium et en fin deux isolats qui sont dépourvues des spores et ne

possedent qu’un mycélium stérile.

Les résultats de la croissance en présence de 2.5% et 5% de Na Cl indiquent une tolérance
de 4 isolats et une inhibition de deux isolats par ces deux concentrations.

Le test de confrontation entre les isolats fongiques et les souches test sur Mueller-Hinton a
permis d’obtenir des distances de zones d’inhibition faibles ou nulles. L’¢tude de la
production de ’amylase, protéase et lipase par les champignons marins nous a permis de
constater que le genre Penicillium produit les trois types d’enzymes alors que Botrytis et
Cladosporium produisent de I’amylase et la protéase respectivement. Les résultats présentés
dans ce travail démontrent que le monde marin peut étre une source de substances bénéfiques
et que le stress salin peut induire chez les champignons la production de métabolites
secondaires et les enzymes. Par conséquent, les champignons, peuvent fournir des
métabolites qui peuvent aider a traiter les maladies infectieuses qui ont une résistance accrue

aux antibiotiques actuels, et pourraient fournir un traitement médical alternatif.
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Résumé :

Les champignons sont des organismes expérimentaux importants, utiles a I'nomme,
faciles a cultiver, occupent peu d'espace, se multiplient rapidement et ont un cycle de vie
court. En plus ils sont des producteurs d’exoenzymes et de nombreux métabolites
secondaires tels que la pénicilline et la céphalosporine. Dans le monde marin I'importance
des champignons prenne une autre dimension car ils sont beaucoup plus inexploités et la
présence de salinité les induit a produire des métabolites qui peuvent avoir une grande valeur
économique.

Dans le présent travail nous avons procédé a la recherche de quelques métabolites et enzymes
produits par des isolats fongiques de 1’eau de mer. Six isolats dont quatre ont été identifiés a
Penicillium, Botrytis et Cladosporium , utilisés dans un test d’antagonisme vis-a-vis E.coli,
S.aureus, P.aeruginosa et C.albicans sur milieu Mueller-Hinton. Dans cette étude nous avons
aussi évalué la croissance de ces isolats fongiques dans des concentrations de 2,5% et 5%
de Na Cl et détecté leurs activité amylolytique, lipolytique et proteolytique dans des

milleuux de culture adéquats..

Les résultats de cette étude montrent que ces champignons ont faiblement inhibé les souches
tests. Les distances d’inhibition varient de 0 a 3 mm cette derniére est exercé par Penicillium
sur Candida albicans.

Le test de tolérance au sel indique une croissance de 4 isolats dans les concentrations de 2.5%
et 5% de Na Cl et une inhibition remarquable de deux isolats par ces deux concentrations.
L’¢tude de P’activité enzymatique a révélé quelques zones d’hydrolyse dans les milieux
utilisés signifiant une production de lipase, protéase et amylase par Penicillium, une
production d’amylase par Botrytis et une production de protéase par Cladosporium.

Mots clés : champignons marins — Métabolites secondaires — Antagonisme —Effet

antimicrobien — activité enzymatique.
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Abstract

Fungi are important experimental microorganisms, useful to humans, easy to cultivate,
occupy little space, multiply rapidly and have a short life cycle. In addition they are producers
of exoenzymes and many secondary metabolites such as penicillin and cephalosporin.

In the marine environment the importance of Fungi takes another dimension because they are
much more untapped and the presence of salinity induces them to produce metabolites that
can have great economic value.

In the present work we proceeded to search for some metabolites and enzymes produced by
fungal isolates from seawater. Six isolates, four of which were identified as Penicillium,
Botrytis and Cladosporium, and then used in a test of antagonism against E.coli, S.aureus,
P.aeruginosa and C.albicans on Mueller-Hinton medium.

In this study we also evaluated the growth of these fungal isolates in concentrations of 2.5%
and 5% NaCl and detected their amylolytic, lipolytic and proteolytic activity in suitable
culture media.

The results show that these fungi weakly inhibited the test strains. The inhibition distances
vary from 0 to 3 mm, the latter being exerted by Penicillium on Candida albicans.

The salt tolerance test indicates a growth of 4 isolates in the concentrations of 2.5% and 5% of
NaCl and a remarkable inhibition of two isolates by these two concentrations.

The study of the enzymatic activity revealed some areas of hydrolysis in the media used
signifying production of lipase, protease and amylase by Penicillium, production of amylase
by Botrytis and production of protease by Cladosporium.

Key words: Marine fungi — Secondary metabolites — Antagonism — Antimicrobial effect —
Enzymatic activity.
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