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Résumé

RESUME

La présente étude s’intéresse a la recherche d’une aptitude de synthése d’enzymes
extracellulaire & intérét biotechnologique a partir des souches fongiques isolées et identifier a partir
du sol rhizosphérique de quatre variétés de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) provenant de la

région de Taghit.

L’isolement de cette population fongique est réalisé a partir de 4 cultivars (Biskra, Feggous,
Cherka et Ras el Hmar). 31 isolats fongiques ont été obtenus et ont subi une identification sur la
base des caractéristiques macroscopique. La majorité des isolats obtenues 83.87% proviennent de
la variété de cultivar de Biskra. Une diversité fongique et a abouti a leur classement en 11 groupes
ou morphotype. Le morphotype du groupe 1 est le plus abandon 32,26%.

La sélection de 13 souches fongique sur les 31 isolats et ont subi une caractérisation
microscopique afin de les identifier. La dominance du genre Aspergillus et Penicillium a été

constaté.

La détermination de 1’activité enzymatique des souches fongiques a été réalisé€ sur la base
du test qualitatif pour déterminer leurs capacités de production d’enzymes extracellulaires

(Chitinase, phosphatase, amylase, lipase, estérase, pectinase, protéase.)

Les résultats ont été obtenus au niveau du laboratoire de Protection et de Valorisation des
ressources Agrobiologique (LPVRB) et montrent une forte aptitude de deux souches Aspergillus
niger et Penicillum sp. a dégradé 71,43% les substrats . La souche de Fusairum sp. a eu le plus bas
taux 28,5% de capacité métabolique a synthétisés des enzymes extracellulaire. Les résultats
obtenus démontrent la capacite des 13 souches testé de solubiliser le phosphate et demontrent leurs

incapacités a synthétisé I’enzyme protéase.

Mot clés: Biotechnologie, champignon rhizosphérique, enzyme extracellulaire, Phoenix

Dactylifera L.
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Abstract

Abstract

This study focuses on the search for an ability to synthesize extracellular enzymes of
biotechnological interest from fungal isolates. This work is based on the isolation and identification
of fungi from the rhizospheric soil of four varieties of date palm (Phoenix dactylifera L.) from the

Taghit region.

The isolation of this fungal population is carried out from 4 cultivars (Biskra, Feggous, Cherka and
Ras El Hmar). 31 fungal isolates were obtained and underwent identification based on macroscopic
characteristics. The majority of the isolates obtained 83.87% come from the Biskra cultivar variety.
A fungal diversity is observed and these isolates have been classified into 11 groups according to
a very specific morphotype. The morphotype of group 1 is the most abandoned with 32.26%.

The selection of 13 fungal isolates was carried out on the 31 purified to carry out their microscopic
characterization in order to identify them. The dominance of the genus Aspergillus and Penicillium

was noted.

The determination of the enzymatic activity of fungal isolates characterized microscopically was
made on the basis of qualitative test to determine the production of extracellular enzymes.

The results were obtained at the Laboratory of Protection and Valorization of Agrobiological
Resources (LPVRB) and show a strong ability of two strains (Aspergillus niger and Penicillum sp.)
to degrade 71.43% of the media tested. The strain of Fusairum sp. had the lowest early metabolic

ability to produce extracellular enzymes only an enzymatic ability of 28.5%.

The results obtained show the ability of the 13 strains tested to solubilize phosphate and

demonstrate their inability to synthesize the protease enzyme.

Key words: Phoenix Dactylifera L, rhizospheric fungus, fungal isolate, extracellular enzyme,
enzymatic ability, biotechnology.
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A. : Aspergillus
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GYP: Glucose Yeast Extract Peptone
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Introduction

INTRODUCTION

Dans le sol, la rhizosphére associée aux plantes, plus spécialement le palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) représente I'écosystéme le plus dynamique, offrant une association étroite
entre les racines des plantes et les communautés microbiennes associées a la rhizosphere. Parmi
les microbiotes qui colonisent la rhizospheére, les champignons rhizosphériques occupent une place

prépondérante mais sont moins explorés que les bactéries rhizosphériques (Pattnaik et Busi., 2019)

Les champignons rhizosphériques, constitue une interface complexe qui utilise les
nutriments libérés par la plante hote et établit une plateforme pour I'interaction complexe entre la
plante, le sol et les champignons rhizosphérique qui I'habitent pour le fonctionnement de
I'écosysteme et la durabilité environnementale. Ils présentent un large éventail d'applications dans
les domaines de la biomédecine, de la pharmacie, de I'industrie (en particulier les industries
alimentaire) et de I'agriculture pour maintenir la stabilité du fonctionnement de I'écosysteme et la

durabilité de I'environnement (Pattnaik et Busi., 2019).

Les enzymes dérivées des champignons présentent d'immenses propriétés
physicochimiques telles qu'une efficacité catalytique élevée, une spécificité accrue du substrat, un
temps de réaction plus court, un faible apport énergétique et des conditions de réaction douces et

écologiques (Senthivelan et al. 2016).

Les enzymes fongiques se caractérisent par une puissance de production élevée, des
exigences de purification et de séparation plus faciles, en particulier pour les champignons
filamenteux, et une catalyse efficace avec une stabilité souhaitée contre les conditions difficiles
(El-Gendi et al., 2021).

Les enzymes jouent un rdle important dans les défis que I'hnumanité doit relever pour utiliser les
systéemes biologiques dans un large éventail de domaines. Actuellement, les enzymes fongiques

représentent plus de 50 % du marché total des enzymes (Kango et al., 2019).

Cette énorme part de marché est largement attribuée a quelques espéces des genres Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma, Rhizopus qui répondent aux exigences de la production d'enzymes a

I'échelle commerciale (EI-Gendi et al., 2021).

La croissance rapide du marché des enzymes a nécessité la recherche continue de nouveaux
producteurs d'enzymes ayant des caracteristiques industrielles souhaitables.

1



Introduction

Récemment, la culture des champignons a représenté un concurrent prometteur dans la
production d'enzymes en termes de productivité plus élevée et de colt d'investissement plus faible
(Kumla et al., 2020).

Dans ce contexte s’intitule le présent travail basé sur 1’isolement et la caractérisation de la
flore fongique du sol rhizosphérique du palmier dattier (Phoenixdactylifera L.) de la région de
Taghit (Wilaya de Bechar) sud Algérie et sur la capacité de quelques souches de synthétiser des

enzymes d’intérét biotechnologique.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

CHAPITRE 1 : Synthese bibliographigue

I.1. Généralité sur le palmier dattier

I.1.1-Historique et définition

Le palmier dattier fait partie des arbres fruitiers les plus anciennement cultivés, ses fruits
sont un merveilleux aliment grace a leurs effets toniques et Iégerement laxatifs. Les archives les
plus anciennes en Mésopotamie (Irak actuellement) montrent que sa culture se pratiquait depuis
3500 ans avant J.C. Dans la méme époque, les dattiers étaient cultivés en Irak occidental, a travers
I'Arabie Saoudite et jusqu'en Afrique du Nord (Mazoyer, 2002).

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante monocotylédone qui appartient a
la famille des Arecaceae. Il a une longue histoire de culture et d'utilisation en Afrique du Nord et
au Moyen- Orient. Cette plante a d'immenses valeurs socioéconomiques (ressource essentielle pour
la sécurité alimentaire), environnementales et écologiques (réservoir clé de la biodiversité), en

particulier dans les régions arides et semi-arides du monde (Kriaa et al., 2012).

I.1.2-Importance du palmier dattier pour I'agriculture algérienne

Le palmier dattier est cultivé dans de nombreuses oasis réparties dans le sud du pays, ou le
climat est chaud et sec. Les oasis sont des espaces de vie implantés artificiellement au milieu d'une
vaste zone aride ou I'eau est présente. Dans ces endroits, unksar (un village en argile) a été construit
et des palmiers dattiers ont été plantés autour. Ces systemes oasiens de production intensive
complexe se maintiennent avec un équilibre tres fragile. Compte tenu de la géographie de I'Algérie,
il est possible de décrire plusieurs régions de culture du palmier dattier (figure 1) (Bouguedoura et
al., 2015).

Selon la FAO, la production de dattes en Algérie était estimée a 1,4 million de tonnes en
2019 (FAOSTAT, 2020). Les produits fabriqués a partir de dattes en Algérie sont les Jus, le
vinaigre et les bonbons. Ces derniers sont considerés comme une valeur ajoutée pour les varietés
de dattes ayant une faible valeur économique et souffrent d'un gaspillage accru. La premiére unité
de production industrielle de sucre liquide a partir de dattes a démarré a Biskra en 2018

(Organisation arabe pour le développement agricole Développement, 2019).



Chapitre | : Synthése bibliographique

[
\ . - l L o

Figure 1 : Carte de I'Algérie indiquant les différentes zonesde palmiers dattiers ; ceux en rouges
sont infestés de bayoud, ceux en vert sont non infestés (Source : Laboratoire de Recherche des
Zones Arides (LRZA), (Bouguedoura et al., 2015).

1.1.3-Problémes agricoles actuels

Le palmier dattier est I'espece clé de volte de I'écosysteme oasien algérien qui est affecté
par de multiples facteurs : I’érosion génétique due a la maladie du bayoud causée par un
champignon du sol, Fusarium oxysporum f. sp.albédinis (Foa). Par ailleurs, la population humaine
de la région saharienne algérienne a quadruplé au cours des 30 derniéres années, ce qui a créé des
pressions démographiques. Par conséquent, I'urbanisation augmente au détriment des palmeraies.
La progression de la desertification et l'avancée des dunes de sable menagant les oasis, la
salinisation du sol et de I'eau due a une mauvaise gestion du drainage, entraine une reduction du

nombre de palmiers et du rendement des fruits. Enfin, le vieillissement de nombreux palmiers
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dattiers ainsi que les maladies provoquant la dégénérescence des palmiers dattiers ont entrainé des
altérations de la qualité des fruits et une baisse importante des rendements. Depuis de nombreuses
anneées, les agriculteurs délaissent les dattes au profit de cultures plus rémunératrices comme les

Iégumes (Bouguedoura et al., 2015).

1.2. La flore fongique du sol

1.2.1-Le sol

Le sol est un environnement complexe caractérisé par une grande diversité de
microorganismes, de composés chimiques et une structure physique complexe (Wild, 1993). Il est
également, le substrat qui fournit un soutien physique et des éléments minéraux pour les plantes
constituant un élément fondamental pour I’écosystéme terrestre (Nehl et al., 2006).
1.2.2-Notion de biomasse microbienne du sol

La biomasse microbienne du sol est un compartiment a la fois stockeur de constituants
essentiels comme le carbone, 1’azote et le phosphore et un transformateur des nutriments. Elle est
donc importante aux cycles continus des nutriments et a la régulation du compartiment sol de
1’écosysteme (Cairney,2000).

La biomasse microbienne est considérée comme le compartiment essentiel de
transformations de la matiére organique dans le sol. Elle est aussi considérée comme le critére
biologique le plus fiable et le plus discriminant pour juger rapidement I’état de fertilité des sols
(Cheloufi et Jacquin, 2003).

Les microorganismes du sol remplissent un role important dans les cycles biogéochimiques,
en conditionnant I’efficacité et les mécanismes de 1’utilisation de la matiere organique du sol. Le
sol abrite de nombreux étre vivant comme les bactéries, les champignons, les actinomyceétes...etc
(Bowles et al.,2014).

Les populations microbiennes du sol sont immergees dans un cadre d'interactions connues
pour affecter la santé des plantes et la qualité du sol. Elles sont impliquées dans des activités
fondamentales qui assurent la stabilité et la productivité des systémes agricoles et des écosystémes
naturels. La recherche stratégique et appliquée a démontré que certaines activités microbiennes
coopératives peuvent étre exploitées, comme une biotechnologie, pour contribuer a des pratiques
agro-technologiques durables, respectueuses de Il'environnement et de l'environnement. De
nombreuses recherches visent & ameéliorer la compréhension de la diversité, de la dynamique et de

I'importance des populations microbiennes de la rhizosphere (Barea et al., 2005)
6
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1.3- Généralité sur la rhizosphére

1.3.1- La rhizosphere

Le terme ‘rhizosphére’ a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner. Il a défini la rhizosphere
comme étant la région du sol située sous les racines des plantes et soumise a leur influence directe
et un lieu d'intenses échanges (Faure,2018). Du fait de sa richesse en éléments nutritifs, la
rhizosphére contient ainsi 10 a 100 fois plus de microorganismes par gramme de sol que le sol non
rhizosphérique (Lopez, 2018).

Ainsi, la rhizosphere est considérée comme un systeme complexe, hétérogene, dynamique
et interactif, qui dépasse la simple notion d’interface entre le monde végétal et le monde minérale
(Michel et al., 2005). Cependant, cette mince couche peut étre affecté par les contraintes du sol, sa

salinisation, sa pollution ou encore par des phénomeénes d’acidification (Anoua et al., 1997).

1.3.2-Les composantes reconnues dans la rhizosphere

La rhizosphére est devisée en trois zones : 1’endorhizosphére (tissus racinaires), le rhizoplane
(surface des racines) et 1’ectorhizosphére (sol adhérent aux racines ou sol rhizosphérique (figure 2)
(Nguyen,2003).
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Figure2 : Représentation schématique des trois zones de la rhizosphére (Nguyen, 2003).
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1.3.3-Les activités rhizosphériques

Des phénomenes écologiques particuliers se manifestent au niveau de la rhizosphére (figure
3). En effet, les racines sécrétent une quantité importante de matiéres organiques sous forme de
mucilage, d'exsudats et plus de 40% des produits de photosynthése passent au niveau du systeme
racinaire (Lepinay, 2013).

L’exsudation est employée généralement d’une maniére abusive comme synonyme de rhizo
déposition. Elle indigue en fait la diffusion passive hors des cellules de composés solubles de faible
poids moléculaire, par exemple des sucres ou des acides amines, qui sont rapidement métabolisés
par les microorganismes. Les exsudats racinaires décrivant un élément clé dans les échanges entre
la plante et les rhizobactéries, dont la densité et la diversité est en liaison directe avec la nature et
la quantité des exsudats racinaires, cette influence se manifeste par une modification de la

croissance de la plante (Aouar, 2012).
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Figure 3 : Représentation schematique des interactions mutualistes entre la plante (autotrophe) et
les microorganismes (hétérotrophes) et entre les microorganismes eux-mémes au sein de la

rhizosphere (Lepinay, 2013).
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I.4-Communauté fongique de la rhizospheére

1.4.1-Les Champignons

Les champignons ou myceétes (du latin fungus, et du grec sphongos= éponge) sont classes
dans le régne des Fungi (Falandysz et Borovicka, 2013). Ce sont des organismes eucaryotes
caractérises par une paroi cellulaire contenant la chitine constituée de résidus N-acétylglucosamine,
polysaccharide présent surtout chez les insectes (Breuil, 2009). Leur appareil végétatif est composé
de filaments ou hyphes et leur reproduction sexuée et/ou asexuée (Breuil, 2009).

Les champignons sont hétérotrophes du point de vue métabolique, ils se nourrissent par
résorption de la matiere organique élaborée par d’autres organismes autotrophes. 1ls sécrétent des
enzymes dans le milieu qui digerent les divers composés organiques qui les entourent et les
réduisent en petites molécules solubles. Celles-ci diffusent a travers les parois de leurs hyphes
(Gupta, 2004).

Les champignons peuvent étre subdivisés en champignons inférieurs et champignons
supérieurs. Les champignons inférieurs ou les micromycétes sont unicellulaires et constituent un
groupe hétérogene. Alors que les champignons supérieurs ou les macromycetes sont divisés en
deux groupes : les Ascomycetes et les Basidiomycétes (Thaung, 2007).
1.4.1.1-Modes de vie des champignons

Les champignons sont répartis en plusieurs catégories selon leur mode de vie (Eyi Ndong
etal., 2011).

-Les saprophytes

Les champignons saprophytes se nourrissent en dégradant les matieres organiques mortes
d’origine végétale ou animale, ils représentent la majorité des macromyceétes (Senn-Irletet al.,
2012). 1l existe plusieurs types de champignons saprophytes : les humicoles qui décomposant la
matiére organique du sol, les lignicoles sont ceux qui decomposent la matiére organique du bois
mort, les saprophytes de la litiere décomposant les feuilles mortes, brindilles et autres débris
vegetaux, les herbicoles (sur les plantes herbacées), les fongicoles (sur d’autres champignons), et

enfin les coprophiles vivant sur les excréments (Moreau et al., 2002).
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-Les parasites

Les champignons parasites se nourrissent a partir de la matiére vivante animale ou végétale.
Environ de 20% des especes des champignons connus sont capables de parasitisme. Selon le
substrat parasité se distingue les parasites biotrophes survivant sur des organismes vivants et les
parasites nécrotrophes survivant en saprophytes sur 1’hdte parasité aprés sa mort (Sicard et
Lamoureux, 2006).

Chez certains champignons, la distinction entre les saprophytes et les parasites est parfois
difficile car ils menent les deux modes de vie, c’est le cas du polypore amadouvier et de I’armillaire
couleur de miel, qui peuvent parasiter les parties vivantes de 1’arbre puis continuer a vivre en
saprophytes sur I’arbre mort. Certains champignons parasites sont responsables de diverses

pathologies chez I’homme, les animaux, les plantes et méme les champignons (Senn-Irlet et al.,

2012).

-Les phytopathogenes

L'infection des plantes par un champignon phytopathogéne se déroule selon un processus,
appelé le cycle de la maladie, dont la complexité varie selon les especes, mais qui comprend
toujours un certain nombre d'étapes obligatoires : 1’inoculation, 1’adhérence, la germination, la
pénétration et I’invasion (Fernandez-Acero et al., 2014). Parmi les champignons phytopathogénes
du palmier dattier les plus connus nous citons quatre maladies :

a- Le Bayoud

Le Bayoud est une maladie vasculaire du palmier dattier provoquée par le champignon
Fusarium oxysporum f. sp.albedenis, se conserve dans le sol ou dans les fragments de palmiers
infectés. Il pénetre directement par les racines du palmier et il se localise dans les faisceaux ligneux.
Cette maladie se manifeste par un desséchement des palmes de la couronne moyenne. Elles
prennent un aspect plombé (Gris cendre), d’ou le nom de Bayoud donné a cette maladie (Achoura,

2013).

10
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b- La pourriture de I’inflorescence ou Khamedj

D’apres Djerbi (1988), la pourriture de I’inflorescence est une maladie cryptogamique causée
par le champignon Mauginiellas caettae Cav. Celui-ci affecte les inflorescences males et femelles
du palmier dattier au moment de 1’émergence des spathes au printemps au moment ou les
températures commencent a s’adoucir et provoque leur pourriture. L humidité, est un facteur
favorable pour le développement de champignons (Achoura, 2013).

c- La pourriture du Ceeur ou Mejnoun (Palmier fou)

Appelée aussi le dessechement noir des palmes, elle peut étre grave et entraine la mort des
sujets atteints. L agent causal est la forme imparfaite Thielaviopsis paradoxa. Le champignon peut
envahir aussi bien les parties aériennes que les racines du dattier causant le dessechement noir des
feuilles, la pourriture des inflorescences, la pourriture du cceur et du stipe et la pourriture du
bourgeon terminal (Bounaga et Djerbi, 1990).

d- La pourriture du bourgeon ou (Belaat)

C’est une maladie peu fréquente causé par Phytophthora sp, surtout signalée en Afrique du
Nord. Elle est souvent liée a de mauvaises conditions de drainage. La maladie se caractérise par un
blanchissement des palmes, du cceur et par une pourriture humide a progression rapide. Elle est

généralement mortelle (Bounaga et Djerbi, 1990).

-Les champignons bénéfiques
a- Les mycorhizes
La symbiose mycorhizienne représente la symbiose la plus répandue a 1’échelle planétaire
(Smith et Read, 2008). Cette association qui s’établie entre un champignon et les racines des
végétaux supérieurs, elle a un réle primordial dans la dynamique et la survie des écosystemes
forestiers. Le champignon favorise la nutrition hydrominérale du végétal qui en retour alimente le

métabolisme carboné du champignon et le protége physiquement (Senn-Irlet et al., 2012).

b- Les champignons favorisant la croissance des plantes

Les Plant Growth Promoting Fungi (PGPF) sont des saprophytes non pathogénes qui
exercent des effets bénéfiques sur les plantes. Ils sont connus pour améliorer la croissance des
plantes, supprimer les maladies des plantes et induire une résistance systémique induite (ISR).

Certaines especes de PGPF ont été signalées pour supprimer les maladies bactériennes et fongiques

11
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de certaines plantes cultivées. Les genres de champignons non pathogénes bien connus

comprennent : Aspergillus, Piriformospora, Fusarium, Penicillium, Phoma, Rhizoctonia et

Trichoderma et stimulent différentes caractéristiques des plantes utiles pour des rendements plus
élevés (Lopez et Sword, 2015 ; Jaber et Enkerli, 2017).

Les différents modes d'action des PGPF sont résumées par (EI-Maraghy et al., 2021) comme suit
(Figure 4) :

Biosynthése des sidérophores ;

Fournir a la plante des phytohormones telles que I'acide 3-indole acétique, les acides
gibbérelliques et les cytokinines ;

Augmentation de la biodisponibilité des nutriments insolubles grace a la mobilisation ;
Atténuation de I'effet du stress sur la plante et augmentation de la tolérance de la plante
contre les conditions de stress, par exemple la sécheresse, la salinité et la température, et
sécrétion de 1- aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACCD) qui déprime le
niveau d'éthylene dans le corps de la plante ;

Production de composés antagonistes comme le cyanure d'hydrogene et les antibiotiques

qui protégent la plante contre les agents pathogenes et les maladies.

Production
d'auxine

Solubilisation
des
phosphates

Allegement
des
contraintes

Atténuation
des
pathogenes

Resistance Biosynthése

des
sidérophores

induite

Figure 4 : Mode d’actions des PGPF (Deka et al., 2015).
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c- Les champignons entomopathogenes

Les entomopathogénes constituent un groupe spéecial de micro-organismes vivant dans le
sol et qui infectent et tuent les insectes et autres arthropodes par la pénétration de la cuticule
(bioinsecticides). Ils sont actuellement utilisés comme agents de biocontréle contre les insectes
ravageurs des plantes et jouent un role essentiel dans leur gestion (figure 5). Bien que les
champignons entomopathogénes soient actuellement présents sur le marche agricole, leur potentiel

n'a pas encore été totalement exploré (Mantzoukas et al., 2022).

En raison de leur forte activité enzymatique, de leur capacité a produire des métabolites
secondaires et d'une bonne croissance dans les milieux de culture, les EPF (Entomopathogenic
fungi) sont également testées pour étre utilisées dans d'autres domaines de la biotechnologie, par
ex. la biosynthése et la bioconversion de stéroides ou de flavonoides, qui sont importants d'un point

de vue économique (Koztowska et al., 2019).

Relations
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Figure 5 : Les applications des champignons entomopathogenes et leurs principaux effets
(Mantzoukas et al., 2022).
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Les champignons jouent un r6le important dans la résolution des grands problémes
mondiaux. L'utilisation de produits fongiques peut conduire a une durabilité accrue grace a une

exploitation plus efficace des ressources naturelles. Les applications vont de la valorisation des

Biodéchets en produits a valeur ajoutée, a l'utilisation de la biomasse végétale renouvelable comme
substitut aux produits pétroliers tels que les produits biochimiques, les plastiques, les engrais et les
carburants (Lange, 2014).

Les enzymes fongiques peuvent conduire a la production d'ingrédients alimentaires ayant des
effets prébiotiques pour un biote intestinal humain plus sain et donc une plus grande résistance aux
maladies liées au mode de vie et peuvent aussi conduire a de nombreuses autre production (Lange,
2014).

1.5. Les enzymes fongiques en biotechnologie

1.5.1. Les enzymes en industrie

Les principales applications industrielles des enzymes comprennent les applications
agroalimentaires et les applications non alimentaires telles que les détergents, la production de
biocarburants, la nutrition animale ou encore les textiles, le cuir et 1’industrie papetiére (figure6).
Globalement, les applications en nutrition humaine et animale représentent 60% du marché

mondial des enzymes, avec une croissance annuelle estimee a 8% (Guerrand, 2017).

PART DU MARCHE MONDIAL DES ENZYMES

Autres
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Aliments et boissons
35%

Biocarburant
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Alimentation des
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20%

Produits de néttoyage
25%

Figure 6 : Part du marché mondial des enzymes par application (Guerrand, 2017).
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1.5.2. Intéréts de la recherche des enzymes fongiques

Parmi toutes les enzymes utilisées commercialement, environ la moitié est d'origine
fongique, l'autre moitié est d'origine bactérienne. Cependant, cet équilibre évolue maintenant vers
I'utilisation d'un plus grand nombre d'enzymes provenant d'un plus large éventail de familles du
regne fongique (Lange, 2017).

Les enzymes fongiques sont efficaces, compatibles et adaptés au traitement industriel et ils
ont une stabilité protéique suffisante pour conférer aux produits enzymatiques, une durée de
conservation acceptable ainsi ; ils fournissent des solutions aux clients, répondent aux demandes
d'approbation réglementaires et répondent aux besoins des utilisateurs finaux. Les enzymes
fongiques seront essentielles pour passer d'une économie mondiale basée sur les fossiles a une
économie basée sur les énergies renouvelables, ou la mise a niveau de la biomasse
lignocellulosique conduit a la production non seulement de biocarburants, mais également de
matériaux biosourcés et de produits chimiques biosourcés, ainsi que de nouveaux aliments pour
animaux et ingrédients alimentaires plus sains (Lange, 2017).

Les champignons étant la source de nombreuses enzymes extracellulaires, de nombreuses
recherches sont axées sur la production rentable de formulations enzymatiques efficaces (Dhevagi
et al., 2021). Les enzymes les plus important pour 1’industrie et leur source sont détaillés dans le
tableau 1.

Tableau 1 : Source des enzymes fongique (Dhevagi et al., 2021)

RBP7 (2019)

Enzymes Co- enzymes Organisme fongique | Source Reference
Amylase a-amylase Lichtheimia ramosa, | Bagasse de canne a sucre et | Oliveira et al.
B-amylase Thermoascus litiere de feuilles (2016)
y- amylase aurantiacus
Aspergillus niger Sol Gopinath al.
(2017)
Rhizopus Collection de  cultures | Benabda al.
oryzae CH4 (Laboratoire d'écologie et de | (2019)
la technologie microbienne,
Université de  Carthage,
Tunisie)
Aspergillus niger Sol Mukherjee et al.
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Protéase Protéases acides, | Aspergillus niger Collection de cultures | de Castro et al.
Protéases LBA 02 (Laboratoire de biochimie | (2015)
neutres, alimentaire, Ecole
Protéases d'ingénierie alimentaire,
alcalines Université de Campinas)
Penicillium citrinum | Sauce de poisson Xiao et al. (2015)
Aspergillus flavipes, | Collection de cultures | Novelli et al. (2016)
Aspergillus (laboratoire de bioprocédés,
brasiliensis, Institut des Biosciences de
Aspergillus oryzae, et | Botucatu (UNESP), Brésil)
Penicillium
roquefortii
Aspergillus flavus Sol Franco et al. (2017)
Pectinase Pectolyase Fusarium sp. PSTF1 | Déchets agricoles Reddy and Saritha
(pectinlyase) (2015)
Pectozyme
Penicillium oxalicum | Oranges pourries Lietal. (2015)
PJ02
Aspergillus sp. Agrumes El Enshasy et al.
(2018)
Aspergillus spp Sol
Lipase Trichoderma sp. Sol Musa et al. (2017)
Penicillium sp. Sol Nema et al. (2019)
Aspergillus niger Graines oléagineuses Alabdalall et al.
(2020)
Chitinase Endochitinases, | Trichodermaviride Sol de mangrove Abu Tahon et
Exochitinases, Isaac (2020)

N-

acetylglucosam

Penicillium

chrysogenum

Eau de mer

Atalla et al. (2020)

Trichoderma
koningiopsis
UFSMQ40

Punaises de lit

Baldoni et al
(2020)
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1.5.3. Définition, source et intéréts de différents enzymes fongiques
1.5.3.1. Les lipases :

Egalement appelées triacylglycerols acyl hydrolases (EC 3.1.1.3) ; elles font partie de la
famille des hydrolases d’esters carboxyliques (Alloue et al., 2008), elles sont considérées comme
des enzymes atypiques par leur mécanisme d’action et leur spécificité de substrats (Reis et al.,
2009).

Leur fonction physiologique est dhydrolyser les triglycérides en diglycérides,
monoglycérides, acides gras et glycérol. L’hydrolyse des liaisons esters des substrats lipidiques,
insolubles dans 1’eau, se produit a I’interface entre lipide et eau (Alloue et al., 2008).

Dans le milieu eau /solvant organique immiscible, elles sont également capables de
catalyser la réaction réversible de synthése et échangeuse de groupes d’esters et résolution de
mélange racémique en alcools et acides optiquement actives (Fickers et al., 2008).

Les producteurs de lipases fongiques les plus courants sont : Aspergillus, Fusarium, Mucor,
Geotrichum, Penicillium et Rhizopus. Ces dernieres années, Penicillium simplicissimum a été
étudié pour produire des lipases (Rafiq et al.,2020).
1.5.3.1.1 Intéréts des lipases

En industrie alimentaire, les lipases ont été largement utilisées dans I'industrie alimentaire
pour synthétiser des aromes ou des précurseurs d’aromes. L'hydrolyse sélective des glycérides de
triacyle libere des acides gras libres qui agissent comme des arébmes ou des précurseurs d'arémes
(Alves Macedo et al., 2003).

Les lipases sont utilisées dans le développement de la saveur des produits laitiers tels que
le fromage, la margarine, le lait au chocolat, le beurre et les sucreries pour éliminer la graisse de la
viande afin de produire de la viande maigre, la transformation de la viande de poisson (Mishra et
al., 2019).

Détergents : La lipase idéale doit hydrolyser divers lipides, résister a un pH plus élevé (pH
10-11) et a des températures (30-60 °C), résistante aux protéases utilisées dans le méme détergent
avec une capacité a agir sur les substances grasses comme les rouges a lévres, les graisses de friture,
beurre et sauces (Jaeger et Reetz 1998).

Production de biodiesel : le biodiesel est produit a partir de glycérides de triacyle d'animaux,
de plantes, d'algues et de champignons. La synthése de biodiesel implique I'élimination des

glycérides de triacyle et la digestion des glycérides de triacyle en acides gras et la transestérification
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des acides gras en méthyle d'acide gras. Les lipases sont nécessaires pour décomposer les
glycérides de triacyle en acides gras libres, ce qui constitue la deuxiéme étape de la production de

biodiesel poisson (Mishra et al., 2019).

1.5.3.2 Les estérases

Les estérases (E C 3.1.1.1) sont connues pour hydrolyser les solutions d'esters de chaine
acyl courte soluble dans I'eau et inactifs contre les triacylglycérols a longue chaine insoluble dans
I'eau (Chahinian et Sarda, 2009). Elles sont situées dans le réticulum endoplasmique, le cytosol de
différents tissus et abondantes dans le foie. Elles présentent une large spécificité en substrat tels
que : amides, esters, thioesters, hydrolysent un grand nombre de composes de différentes structures

et jouent un role tres important dans I’élimination des produits toxiques et xénobiotiques (Gilham

et Lehner, 2005). Les producteurs d’estérases fongiques les plus courants sont : Aspergillus niger,
Pencillium sp, Trichoderma sp et Saccharomyces cerevisiae (Panda et Gowrishankar, 2005)

» Intéréts des estérases :

Les estérases jouent un role de premier plan dans I'industrie alimentaire et les industries des
boissons alcoolisées, ou elles ont été principalement utilisées pour la modification de I'huile et de
la graisse dans divers jus de fruits et pour produire des parfums et des arbmes (Panda et
Gowrishankar, 2005). En industrie pharmaceutique, I'estérase joue un réle majeur dans la synthése
de médicaments chiraux, trés utiles pour guérir certaines maladies (Bornscheuer, 2002).

1.5.3.3. Pectinases

Les pectinases sont des enzymes qui catalysent I'nydrolyse des liaisons glycosidiques dans
les polymeres pectiques. Les substances pectiques présentes dans la tomate, I'ananas, l'orange, la
pomme, la pulpe de citron, le zeste d'orange et d'autres agrumes agissent comme substrat naturel
pour cette enzyme. Fonctionnellement, les pectinases peuvent étre classées enpolygalacturonases
(qui hydrolysent les liaisons glycosidiques a-(1-4)), les pectines estérases (qui eliminent les
groupes acétyle et méthoxyle de la pectine), la pectine lyase et la pectate lyase (Saadoun et al,
2013).
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Les producteurs de pectinase fongiques les plus courants sont : Aspergillus niger, A. orysae,

A. versicolor, A. pulverulentus, A. flavus, Fusarium oxysporum, Mucor racemous, Mucor hiemalis,

Rhizopus stolonifer, Penicillium Jenseni, P. citrinum, et Trichoderma viride (EI-Rahim et al.,

2020).

>

Intéréts des estérases :

Transformation du vin : des enzymes pectinolytiques sont ajoutées aux fruits avant I'ajout
de I'inoculum. Ce processus améliore les caractéristiques du vin. Les pectinases maximisent
le rendement en jus, I'extraction du vin, facilitent la filtration et intensifient la couleur et la
saveur du vin (Mishra et al., 2019).

Traitement du thé et du café : Les pectinases décomposent les pectines présentes dans les
feuilles de thé, accélérent le processus de fermentation et agissent comme agents
antimousse pour le thé car la pectine des feuilles de thé est détruite par les pectinases. Ces
dernieres sont, généralement, utilisées en combinaison avec d'autres enzymes telles que les
cellulases, les hémicellulases et les protéinases. L’extrait enzymatique brut d’Aspergillus
sp. est plus efficace pour la fermentation du thé par rapport a I'enzyme pectine purifiée
utilisée seule dans la fermentation des feuilles de thé, cela est dii aux enzymes fongiques

brutes qui contiennent également d'autres enzymes (Mishraetal., 2019).

1.5.3.5. Les amylases

Les amylases (a-amylases, B-amylases et glucoamylases) représentent I'un des groupes

d'enzymes les plus importants dans le domaine de la biotechnologie, dont la variété industrielle tel

que, l'alimentation, la chimie, les détergents, le textile, qui utilise des enzymes amylolytiques

microbiennes pour convertir I'amidon en différentes solutions sucrées. Plusieurs types d'enzymes

sont impliqués dans la dégradation de 1'amidon, principalement l'a-amylase (1,4 a-glucane

glucanohydrolase, EC 3.2.1.1), la f-amylase (1,4 a-glucane maltohydrolase, EC 3.2.1.2) et la

glucoamylase (1,4 a-glucane glucohydrolase, EC 3.2.1.3) (Pandeyetal., 2000).

La meilleure source fongique pour la production d'enzymes amylases comprend :

Aspergillus oryzae, A.niger, A.terreus, A.awamori, A.fumigatus, A.flavus. Thermomyces

lanuginosus, Paecilomyces variotii, Penicillium brunneum, P.chrysogenum, Rhizopusoryzae,

Mucor sp., et Trichoderma pseudokoningii (Samanta, 2020).
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Intéréts des amylases :

e Industrie des détergents : Les amylases sont le deuxiéme type d'enzymes utilisés dans la
formulation des détergents enzymatiques, et 90 % de tous les détergents liquides
contiennent ces enzymes (Mitidieri et al., 2006). Ces enzymes sont utilisées dans les
détergents pour la lessive et le lavage automatique de la vaisselle pour dégrader les résidus
d'aliments amylacés tels que les pommes de terre, les sauces, les crémes patissieres, le
chocolat, etc. et d'autres oligosaccharides plus petits (Mukherjee et al., 2009).

e Industrie alimentaire : Les amylases sont utilisées pour la clarification de la biére ou des
jus de fruits, ou pour le prétraitement des aliments pour animaux pour améliorer la
digestibilité des fibres (Ghorai et al., 2009).

1.5.3.5 Les chitinase

Les chitinases (EC 3.2.1.14) appartiennent a la classe des hydrolases (EC 3) et la
superfamille des enzymes glycosyl hydrolase (GH) (EC 3.2.1) est connue pour dégrader la chitine,
qui est un biopolymere complexe résistant a la dégradation. C'est le polymeére le plus élevé présent
dans la paroi cellulaire fongique, les coquilles de crustacés, et les exosquelettes d'insectes et

d'autres membres des arthropodes (Nagpure et al., 2014).

Les sources fongiques de la chitinase sont: Saccharomycescerevisiae, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Ustilagomaydis, Coprinopsis cinerea, Trichoderma harzianum, et

Xenorhabdus nematophila (Yadav et al., 2020).

La chitinase obtenue de Penicillium monoverticillium, Aspergillus flavus, et Fusarium
oxysporum est utilisé pour obtenir certaine longueur de chaine d'oligomeére et également utilisé
pour produire de la N-acétylglucosamine (GICNAC) et des chitooligosaccharides a partir de 1'a-
chitine a diverses applications dans le domaine de la santé (Zhou et al. 2018).

» Intéréts des chitinases :
La propriété hydrolysante de la chitinase est la propriété unique par laquelle la forme
insoluble de la chitine est transférée dans des formes monomeres et oligomeéres plus simples.
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L'hydrolyse de la chitine par le processus enzymatique joue un role vital dans le domaine médical
et industriel en raison de ses propriétés antibactériennes, fongicides, antihypertenseur et la propriété
d'amélioration de la qualité des aliments, et ceux-ci sont décrits en détail ci-dessous (Suraja Nayak
etal., 2021).

-Agriculture :
e Biopesticide
L'activité de la chitinase aide a la dégradation de la chitine présente dans la paroi des insectes
via la formation de pores dans l'intestin et I'exosquelette, ce qui réduit la capacité de survie in vivo.
En outre, la croissance des acariens, des ravageurs et des larves de mouches domestiques est arrétée

en raison du méme mécanisme (Sindhu et al., 2017).

e Biocontrole :

Les chitinases affectent diverses parties de la structure fongique complexe, elles sont également
considérées comme des enzymes dégradant la paroi cellulaire. 1l a été rapporté que la chitinase de
S.marcescens contribue a la suppression des maladies causées par S.rolfsii. Le développement du
génie génétique a permis d'introduire avec succes le gene producteur de chitinase dans le E. coli
qui a contribué au contréle de la maladie déclenchée par S. rolfsiiet R.solani dans le coton( Selimet
al., 2017).

La Chitinases de Trichodermie sp. ont été caractérisés et il est considéré comme l'un des agents
potentiels de lutte biologique contre les pathogenes fongiques du sol. Un groupe spécifique de
bactéries nommé Streptomyces violaceus niger produit la chitinase et certains composés
antifongiques et montre l'activité anti-fusarium contre les groupes fongiques phytopathogénes
(Swarnalakshmi et al., 2016).

e Biomédicale :

Le rble le plus important de I'enzyme chitinase est dans le domaine de la santé humaine, du
mode de vie sain et de la fabrication de produits cosmétiques, ainsi que dans le développement de
nano-médicaments (Elieh-Ali-Komi et al., 2016).

L'activité antifongique et la qualité hautement biocompatible font de la chitinase et de ses
dérivés une partie des applications biomédicales, notamment la cicatrisation des plaies,

I'administration de médicaments, I'ingénierie des tissus cartilagineux et la génération de nerfs. La

21



Chapitre | : Synthése bibliographique

chitinase peut également étre utilisée comme additif pendant la thérapie pour améliorer I'activité et
I'effet des médicaments antifongiques (Chavan, et Deshpande, 2014).

-Pharmaceutique

Les déchets chitineux peuvent étre utilisés pour la production de protéine unicellulaire
(PUC) par la bioconversion de la chitine en ses formes plus simples par la chitinase. Les Chitinases
produites par S.marcescens sont utilisés pour I'nydrolyse de la chitine présente dans les déchets et
le rendement en (PUC) a l'aide de levure Pichiakudriavzevii (Felse et Panda, 2000).

-Industriel

La chitinase est hautement essentielle pour la dégradation enzymatique de la paroi cellulaire
fongique et conduit a la séparation des protoplastes pour une étude plus approfondie sans
endommager ses composants. La Chitinase des membres de Enterobacter sp. est la plus efficace
pour la dégradation de la paroi cellulaire et I'élimination des protoplastes de I'nyphe fongique

d’Aspergillus niger, Trichodermareesei, Agaricusbisporus, Pleurotusflorida (Dahiya et al., 2006).

1.5.3.6 Phosphatases

Les phosphatases sont des enzymes catalysant I'hydrolyse des esters et des anhydrides de
I'acide phosphorique et, elles peuvent étre classées comme hydrolases monoesters phosphoriques
ou phosphomonoestérases (EC 3.1 .3), les diesters phosphoriques hydrolases ou
phosphodiestérases (EC 3.1.4), les monoesters hydrolases triphosphoriques (EC 3.1.5) et les
enzymes agissant sur les anhydrides phosphorylés (EC 3.6.1) et sur les liaisons P-N (EC 3.9)
(Schmidt et Laskowski 1961). Les phosphatases peuvent également étre subdivisées en fonction
de leur régulation (par exemple la calmoduline), des besoins en cations métalliques pour leur
activité (par exemple Mg?* et Ca?" et leur sensibilité a divers inhibiteurs de la phosphatase. Les
phosphomonoestérases comprennent les phosphomonoestérases acides et alcalines (qui
hydrolysent les liaisons monoester, y compris les mononucléotides et les phosphates de sucre), les
phosphoprotéines phosphatases (qui hydrolysent les liaisons phosphoester des phosphosérines,
phosphothréonines ou phosphotyrosines), les phytases (EC 3.1.3.26 pour la 4-phytase et EC 3.1.3.8
pour la 3 -phytase, qui hydrolyse les six groupes phosphate de I'inositol hexaphosphate) et des

nucléotidases (Nannipieri et al., 2010).
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Les sources fongiques reconnu pour avoir une synthése de I’enzymes phosphatase sont :
Aspergillus flavus, A. candidus, A. niger, A. terreus, A. wentii, Fusarium oxysporum,

Penicillium sp., Trichoderma isridae, Ttrichoderma sp. (Khan et al., 2010).

» Intéréts des phosphatases :
De grandes quantités de phosphates sont disponibles dans le sol, et lorsque la culture microbienne
est ajoutée sous forme de biofertilisant, elle solubilise les phosphates. Le phosphore soluble est

alors facilement disponible pour les plantes (Nelofer et al., 2016)

1.5.3.7 Les protéases

Les protéases (peptidases ou enzymes protéolytiques) constituent un vaste groupe
d'enzymes qui catalysent I'nydrolyse des liaisons peptidiques d'autres protéines. Le clivage des
liaisons peptidiques peut conduire a la dégradation des substrats protéiques en leurs acides aminés
constitutifs, ou bien il peut étre spécifique, conduisant a un clivage sélectif des protéines pour des
opérations post-traductionnelles (Souza et al., 2015).

Les protéases sont classees comme hydrolases peptidiques ou peptidases (EC 3.4) et
constituent une grande famille d'enzymes, divisée en endopeptidases (EC 3.4.21-99) et
exopeptidases (EC 3.4.11-19) (Sabotic et Kos, 2012).

Les protéases microbiennes font partie des enzymes hydrolytiques les plus importantes et ont
fait I'objet de nombreuses études (tableau 1).

Les protéases issues de microorganismes ont suscité une grande attention au cours de la
derniere décennie en raison de leur potentiel biotechnologique dans divers processus industriels
tels que les détergents, les textiles, le cuir, les produits laitiers et les préparations pharmaceutiques
(Saran et al., 2007). Les enzymes protéolytiques provenant de microorganismes sont la source
préférée dans l'application industrielle des enzymes en raison de l'avantage technique et

économique (Saran et al., 2007).
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Tableau 2 : Les champignons ayant une activité protéolytique (Singh et al., 2016).

Champignons Aspergillus niger, A. clavatus, A. flavus, A. fumigates, A. awamori, A. oryzae,
A. parasiticus, A. ustus, Beauveriabassiana, B. feline, Botrytis cinérea,
Clonostachysrosea, Conidioboluscoronatus, Cordycepsmilitaris, C. sinensis,
Fusuriumoxysporum,  Graphiumputredinis,  Mucor  circinelloides,
Penicillium camemberti, P. citrinum, P. restrictum, P. roqueforti,
Phanerochaetechrysosporium, Rhizomucorsp., Rhizopus SMC, R. oryzae,
Thermoascusaurantiacus, T. aurantiacus, Thermomyceslanuginosus, T.

lanuginosus, T. lanuginosus, Trichodermaharzianum, T. reesei

La meilleure source fongique pour la production d'enzymes protéases comprend :
Aspergillus fumigatus, Aspergillus oryzae, Aspergillus versicolor, Aspergillus terreus, Aspergillus
niger, et Aspergillus flavus (Yadav et al. 2017, 2020).

» Intéréts des protéases :

Les protéases constituent 60 % du marché industriel mondial en raison de leur énorme
potentiel d'application dans diverses industries (Kumar et al., 2015). Les protéases sont utilisées
dans Il'industrie pharmaceutique, industrie alimentaire pour la synthese de peptides, I'industrie du
cuir pour le déhoussage (Singh et Bajaj, 2017), I’industrie photographique pour la récupération
d'argent (Joshi et Satyanarayana, 2013), l'industrie des détergents comme additif pour la
formulation des détergents (Giri et al., 2011) et dans le traitement des résidus de kératine (Harde
et al.,2011). De plus, les protéases sont également utilisées pour d'autres applications telles que le
nettoyage des lentilles de contact (Pawaret al., 2009), 1’élimination du biofilm (Leslie, 2011),
I’isolement de l'acide nucléique (Motyan et al.,2013), la lutte antiparasitaire (Joshi et
Satyanarayana, 2013), le dégommage de la soie (Mahmoodi et al., 2010) et la délignification

sélective du chanvre (Khan, 2013).
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Chapitre Il : Partie Expérimentale -Matériel et Méthodes

Dans cette seconde partie, nous décrivons le matériel et les méthodologies adaptées dans nos
expérimentations, que nous avons réalisés au niveau du laboratoire Protection et de Valorisation

des ressources Agrobiologique (LPVRB) a I’'université Saad Dahleb de Blida 1.

e Le présent travail a été réalisé selon deux parties principales : la premiére est basée sur
I’isolement des champignons du sol rhizosphérique de quatre variétés de palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) provenant de la région de Taghit en procédant & un dénombrement
des colonies fongiques ; ensuite une purification et une caractérisation morphologique de
ces isolats fongiques. La seconde partie est consacrée a la recherche d’une éventuelle

capacité des isolats fongiques a produire quelques enzymes a intérét biotechnologique.

1. Matériel et méthodes
11.1. Matériel

11.1.1. Matériels biologiques

Le sol rhizosphérique de quatre cultivars de palmier dattiers (Biskra, Feggous, Cherka, Ras
El Hmar) prélevé a partir de la région de Taghit (Tableau 2). A une profondeur de 45 cm ol se
trouve la zone la plus riche en racine, trois échantillons pour chaque cultivar ont été préleveés. Ces
échantillons du sol rhizosphérique ont été mélangés et homogénéisés afin d'obtenir

un seul échantillon représentatif de chaque cultivar.

Tableau 3 : Codes des échantillons étudiés.

Code  Cultivar Age Cordonnés
1 Biskra 02 ans TB
2 Feggous 10 ans TF
3 Cherka 20 ans TC

4 Ras El Hmar 25 ans TR
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11.1.2. Matériels non biologiques

e Laverrerie, les appareillages (balance, Autoclave, étuve, four pasteur,) ainsi que le milieu
de culture Potato Dextrose Agar (PDA).

e Tween 80, tween 20.

e Glucose (CsH1206), Agar, peptone, extrait de levure, amidon (CsH100s), gélatine, chitine.

e Bleu de bromophénol (Ci9H10BrsOsS), pectine, sulfate d’ammonium (NH2)2 SOs,
phosphate bicalcique (CaHPOs), chlorure de potassium (KCI), magnesium sulfate
heptahydrate (MgSO.), sulfate de mananése (II) (MnSos), sulfate de fer (I1) (FeSQOa),
sodium phosphate dibasic (Na2HPOa4), phosphate de potassium monobasique (KH2PO4),
chlorure d'ammonium (NH4CI), chlorure de sodium (NaCl), chlorure de calcium dihydrate
(CaCl; - 2H20).

11.2. Méthodes
11.2.1. Isolement des champignons du sol rhizosphérique de palmier dattier
Pour réaliser I’isolement des champignons du sol rhizosphérique de quatre variétés de

palmier dattier issue de la région de Taghit, nous avons suivis les étapes suivantes :

e Macération du sol et sa pesée

Chaque variété de sol rhizosphérique (TB, TF, TC, TR) est mise dans une bassine et puis
macérer a 1’aide des mains (Figure 9), ensuite chaque variété de sol est pesée a une masse de 10

grammes a I’aide d’une balance de précision.
e Préparation des solutions méres et ensemencent sur boite de Pétri

Pour la préparation des solutions meéres, nous avons procédé a la méthodologie

suivante (Figure7):

e Lapréparation de quatre flacons contenants 90 ml d’eau distillée stérile ;

e L’ajout d’une quantité de 10 grammes de sols pour chaque flacon, conformément au code
qui le représente a fin d’obtenir des solutions méres codées (TB, TF, TC, TR) ;

e A I’aide d’un vortex, nous avons melangé et homogénéise les solutions meres pendant 20

min ;
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Au prealable, quatre tubes a essai contenant 9 ml d’cau distillée stérile codé (TB, TF, TC,
TR) ont été préparé ainsi que des tubes a essai pour réaliser les dilutions de 10 jusqu’a
104

A I’aide d’une micropipette, un volume de 1ml de la solution mere est déposé dans chaque
tube a essai ;

Chaque tube est agité a 1’aide de vortex vertical monotube pendant 15 min ;

Des boites de Pétri codé selon la région contenant le milieu (PDA, Potato Dextrose Agar)
(Johnston et Booth, 1982) (code (TB -2, TB -4, TF -2 etc.)) sont mises a disposition et un
volume de 0,5 ml des dilutions de 102, 10- 10-*est ensemencé dans chaque boite ;

Pour chaque dilution, deux répétitions ont été réalisé pour obtenir un total de 16 boites
(code (TB-2(1), TB-2(2), TB-4 (1), TB -4 (2) etc.) ;

Dans chaque boite, I’ensemencement est réalisé par des billes qui remplace 1’étaloir pour
bien homogénéiser la suspension, suivi du secouement manuel des boites et apres les billes
sont retirées dans un petit bécher ;

L’incubation des 16 boites est faite a 27°C pendant sept jours (Figure 10).
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Figure 7 : Différentes étapes d’isolements des champignons rhizosphériques.
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Nous avons résumé les différentes étapes d’isolements des champignons rhizosphérique par

un schéma (Figure 8)

10g de sol
+ 90ml d'eau /\
distillée 1mi 1ml 1mi
stérile 1ml . \ c \ . \

9ml d'eau
distillée
stérille

\’

10% 104

10"
0. Sm/ \ 0.5ml 0. Sry 10 5ml

5 Ensemencement
sur milieu PDA

\ ) Incubation a
. )\ A\l ‘ 27’.‘C

. | ~_ apparition
) des colonies

Figures 8 : Schéma de I’isolement des champignons & partir du sol rhizosphérique.

11.2.2. Dénombrement et sélections des isolats fongiques

Le dénombrement consiste a compter les colonies fongiques présentes sur les boites de Pétri.
Apres le comptage du nombre total des colonies fongiques dans chaque boite une observation
macroscopique des isolats fongiques a eté effectuée.

11.2.3. Purification des champignons isolés

La purification des champignons est effectuée grace a une série de repiquage des isolats qui
consiste a transférer aseptiqguement un petit fragment dans un milieu neuf et stérile contenant le
milieu Potatose Dextrose Agar et mise en incubation a 25°C pour s’assurer de la pureté de I’isolat

(Botton et al., 1990).
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11.2.4. Caractérisation morphologique des isolats fongiques

11.2.4.1. Caractérisation macroscopique

L’observation morphologique des boites contenant les isolats fongiques s’effectue a 1’ceil nu,
en se basant sur des caracteres morphologiques des colonies. Nous avons observé attentivement,
dans un endroit bien éclairé la :

e L’aspect de la colonie : laineuse, cotonneuse, floconneuse, poudreuse, etc. ;
e Couleur : du recto et du verso de la boite de Pétri ;
e Pigmentation : présence ou absence d’un pigment diffusible dans le milieu ;
e Forme du contour : régulier, irrégulier, lobé, dentelé, filamenteux...etc. ;
e Surface : plane, plissée, cérébriforme ;
11.2.4.2. Les caracteres microscopiques
L’observation microscopique des champignons porte sur la présence des spores, la forme,
la présence et I’absence des chlamidospores (Eyi Ndong et al., 2011).
Pour la deuxiéme partie de notre travail, nous avons recherché une éventuelle production

des enzymes a intérét biotechnologique par les champignons que nous avons préalablement isolés.

11.2.5. Détermination de ’activité enzymatique

La seconde partie de notre travail est commencé par le classement des champignons en
groupe ou morphotype selon les caractéres morphologiques, et a partir de chaque groupe une
souche est sélectionnée pour déterminer son activité enzymatique.

L’étude de I’activité enzymatique consisté a rechercher sept enzymes ; la chitinase, la
phosphatase, la pectinase, I’amylase, la protéase, la lipase et 1’estérase, en se basant sur des

techniques qualitatives grace a I’utilisation des différents milieux solides.

11.2.5.1. Chitinase

Le test qui indique 1’activité de chitinase a été réalisé sur le milieu Potatose Dextrose Agar
(PDA), modifié avec remplacement du glucose par la chitine (Annexe A). Les disques myceliens
sont déposés dans des petites boites de Pétri contenant le milieu a raison de deux répétitions par
souche. Une boite sans champignon sert comme témoin. Toutes les boites sont incubées a 28°C
pendant 5 jours. La bonne croissance des souches fongiques dans ce milieu indique la production

de chitinase.
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11.2.5.2. Phosphatase

Le test de solubilisation du phosphate a été effectué sur le milieu Pikovskaya (PVK)
bicalcique solide, modifi¢ par I’addition de 2 ml de bleu de bromophénol modifier par
Mohamedmahmoud (Annexe B). Des disques mycéliens, issus de pré-cultures fraiches, sont
repiqués dans des boites de Pétri contenant le milieu PVK, a raison de deux répitions pour chaque
souche fongique. Une boite de Pétri contenant le milieu sans inoculum sert comme témoin. Les
boites sont incubées a 28°C pendant 7 jours. La formation d’halo claire ou la décoloration du milieu
PVK autour de la colonie est un indicateur de solubilisation du phosphate et de la présence de

phosphatase.

11.2.5.3. Pectinase

La production de pectinase par les champignons a été déterminée selon Cattelan et al. (1988).
Le milieu M9 agar a été utilisé, additionné de 10g de pectine, de 1,2g d’extrait de levure et de 2ml
de bleu de bromophénol (Miller, 1974) (Annexe C). Les disques mycéliens ont été déposés sur le
milieu gélosé, a raison de deux répétitions par souche et une boite sans champignon sert comme
témoin. Les boites sont incubées a 28°C pendant 2 jours. La présence d’un halo claire autour de la

colonie indique une réponse positive pour la production de pectinase.

11.2.5.4. Amylase

Le test de production d’amylase a été réalisé en utilisant le milieu GYP (Glucose Yeast
Extract Peptone) décrit par Maria et al. (2005), auquel on ajoute 2% d’amidon soluble (Annexe C).
Des disques mycéliens sont inoculés dans des boites de Pétri contenant ce milieu, en raison de deux
répétitions pour chaque souche et une boite sans disque mycélien sert comme témoin. L ’incubation
se fait a 28°C pendant 3 a 5 jours. L’activité amylolytique a été démontrée en inondant les boites
avec la solution de lugol. L’apparition de la zone claire formee autour de la colonie révéle la

dégradation de I’amidon par I’enzyme.
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11.2.5.5. Protéase

Le test de protéase a été réalisé sur le milieu GYP (Maria et al., 2005), additionné de 0,4%
de gélatine (gélatine, 8 g/ 100 ml d’cau distillée) et 2ml de bleu de bromophénol (Annexe D). Les
champignons sont cultivés dans des boites de Pétri contenant ce milieu, a raison de trois répétitions
par souche. Une boite sans inoculum sert comme témoin. Apres incubation a 28°C pendant 8 jours,
les plaques ont ét¢ inondées avec du sulfate d'ammonium aqueux. La présence d’un halo claire

autour des colonies indique une activité protéolytique.

11.2.5.6. Lipase

L’activité lipolytique a été déterminée en utilisant le milieu Peptone Agar (Annexe D) décrit
par Maria et al. (2005), auquel nous ajoutons le tween 20 stérilisé préalablement par filtration sous
vide (1 ml pour 100 ml du milieu) et 2 ml de bleu de bromophénol. Des boites contenant ce milieu
sont inoculées avec des disques mycéliens, a raison de deux répétitions par souche et une boite sans
champignon sert comme témoin. L’incubation des boites se fait & 28°C pendant 3 a 5 jours. La

présence d’un halo claire indique une réponse positive pour la production de lipase.

11.2.5.7 Estérase :

L’activité estérasique a été déterminée en utilisant le milieu Peptone Agar (Annexe D) décrit
par Carrim et al. (2006), auquel nous ajoutons le tween 80 stérilisé séparément par filtration sous
vide (1 ml pour 100 ml du milieu) et 2 ml de bleu de bromophénol. Des boites contenant ce milieu
sont inoculées avec des disques mycéliens, a raison de deux répétitions par souche et une boite sans
champignon sert comme témoin. L’incubation des boites se fait a 28°C pendant 3 a 5 jours. La

présence d’un halo claire indique une réponse positive pour la production d’estérase.
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111.1. Dénombrement et purification de la flore fongique
rhizosphérigue

111.1.1. Dénombrement de la flore microbienne
Apres incubation des 16 boites, une diversité de la flore microbienne du sol
rhizosphérique de palmier dattier est constatée. Un dénombrement c’est-a-dire un comptage total

des colonies a été effectué (Tableau 3).

Tableau 4 : Résultats du dénombrement de la flore fongique totale du sol rhizosphérique.

Code, dilution et numéro de la boite Nombre de colonies
TB-2 (1) 100
TB-2(2) 103
TB -4 (1) 14<30
TB -4 (2) 6< 30
TF-2 (1) 220
TF-2(2) 200
TF-4(1) 11< 30
TF -4 (2) 7<30
TC-2(1) 25<30
TC-2(2) 216
TC -4 (1) 11<30
TC-4(2) 21<30
TR -2 (1) 73
TR-2(2) 32
TR -4 (1) 5<30

TR -4 (2) 2<30
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Les résultats du dénombrement (Tableau 3) montrent une densité fongique du sol
rhizosphérique du palmier dattier des trois cultivars (Biskra, Feggous et Cherka) par rapport variété
de Ras El-Hmar et aussi la dilution 102 est trés concentrée en flore microbienne par rapport a la
dilution 10,

L’Unité Formant Colonie (UFC) a été calculée avec le pourcentage de répartition du
nombre de colonies des échantillons des quatre variétes. Les résultats sont représentés dans le
(Tableau 4)

Tableau 5 : Résultats du dénombrement de la flore fongique microbienne sur milieu PDA

Nombre de colonies

Repétitions  Djlution Dilution 10* Dénombrement UFC  Pourcentage
m 102 (%)

Biskra 101,5 10<30 1015 21,00%

Feggous 210,0 9<30 2100 43,43%

Cherka 120,5 16<30 1205 24,92%

Ras El- 52,5 3,5<30 515 10,65%

Hmar

111.1.2. Sélection des isolats fongiques

La sélection a été faite sur la base d’une analyse macroscopique de chaque boite. Le nombre
d’isolat fongique choisi dans chaque boite est démontré dans le Tableau 5. Cinq boites parmi les
seize ont été ¢liminées parce qu’elles comprenaient une forte densité bactérienne ou une absence

d’isolats fongiques.

Les résultats du (Tableau 5) montrent un nombre important d’isolats fongiques du sol
rhizosphérique de la variété Biskra du palmier dattier comparé aux trois autres régions. Un total de

27 isolats a été sélectionné pour procédé a leurs purifications.
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Tableau 6 : Résultat du nombre d’isolats fongiques sélectionner.

Code Nombre d’isolats
TB21 11 isolats
TB41 2 isolats
TB42 2 isolats
TF41 1 isolat
TF42 1 isolat
TC41 2 isolats
TC42 3isolats
TR21 2 isolats
TR22 1isolat
TRA41 1 isolat
TR42 1 isolat

111.1.3. Purification des champignons isolés :
Une série de repiquage successive des 27 isolats sélectionnés, nous a permis de purifier 31

champignons. Le nombre total d’isolats obtenus par région et représenté dans la (figure 9).

3.23% 3.23%

0.68% 4

\ 83.87%

=TB =TC =TF =TR

Figure 9 : Répartition du nombre d’isolats purifiés a partir du sol rhizosphérique des quatre
variétés du palmier dattier.
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I11.2. Caractérisation macroscopique et microscopique de la flore fongique
rhizosphérique
11.2.1. Caractérisation macroscopique

La caractérisation macroscopique des 31 champignons purifiés nous a permis de les classer
en groupe ou morphotype. Les champignons avec un morphotype unique et différent représentent

un seul groupe. Les résultats de la caractérisation macroscopique sont représentés dans les
Tableaux 6 a 12.

Tableau 7 : Caractérisation macroscopique du groupe 1

Aspects des Colonies

Isolats Recto de la boite Verso de la boite

fongiques

TC241

Verte lisse
TB1021

Noire poudreuse Verte lisse
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TF141

Noire poudreuse

TB721

TB141

TB621

Noire poudreuse Verte ondulé
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TB321

Noire poudreuse Verte lisse

TC241

TB1221

TC3242

Noire Poudreuse Verte Lisse
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Tableau 8 : Caractérisation macroscopique du groupe 2

Aspects des Colonies

Isolats fongiques  Recto de la boite Verso de la boite
TR41
Centre beige / Périphérie Verte Verte lisse
poudreuse
TB1121
Centre beige / Périphérie Verte Verte lisse
poudreuse
TB921

Verte lisse

Centre beige / Périphérie Verte
poudreuse
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TB221
Centre beige / Périphérie Verte
poudreuse
TB521
Centre beige / Périphérie Verte Verte lisse
poudreuse
TB241

Centre beige / Périphérie Verte

Verte lisse

poudreuse
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Tableau 9 : Caractérisation macroscopique du groupe 3

Aspects des Colonies

Isolats fongiques Recto de la boite Verso de la boite

TB1121

Beige ondulé
TB321
TB4121
. Beige ondulé
Beige cotonneuse
TB1221

Beige cotonneuse Beige ondulé
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Tableau 10 : Caractérisation macroscopique du groupe 4

Aspects des Colonies

Isolats fongiques  Recto de la boite Verso de la boite
TB1142

Marron cotonneuse Jaune lisse
TB1242

Marron cotonneuse Jaune lisse
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Tableau 11 : Caractérisation macroscopique du groupe 5

Aspects des Colonies

Isolats fongiques Recto de la boite Verso de la boite
TB8121
Violet & blanche cotonneuse Centre violacé périphérie blanche
lisse
TB 81212

Violet a blanche cotonneuse Centre violacé périphérie blanche
lisse
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Tableau 12 : Caractérisation macroscopique du groupe 6

Aspects des Colonies

Isolats fongiques  Recto de la boite Verso de la boite

TB5221

A Jaune lisse
Verdatre poudreuse

TB1221

Verdatre poudreuse Jaune lisse
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Tableau 13 : Caractérisation macroscopique des morphotypes représenté par un seul isolat
(Groupe 7 a11)

Aspects des Colonies

Isolats fongiques  Recto de la boite Verso de la boite

Groupe 7
TB1221

Jaune ondulé

Groupe 8
TB1121

Centre jaune périphérie banche Jaune lisse

cotonneuse
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Groupe 9

TC242
Centre marron périphérie beige Beige a jaune Ondulé
poudreuse

Groupe 10

TB5221
Jaune poudreuse Jaunelisse

Groupe 11

TB5121

E
Verdatre granuleuse Vert ondulé
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Le classement des isolats selon leurs morphotypes et représenté dans la (Figure 10)

3.23% 3.23%

3.23%

3.23% X m Groupe 1

3.23% = Groupe 2

32.26% = Groupe 3

6.45% m Groupe 4

Groupe 5

6.45% = Groupe 6

= Groupe 7

= Groupe 8

= = Groupe 9
= Groupe 10
= Groupe 11

12.90% 19.35%

Figure 10 : Répartition des isolats selon leurs morphotypes.

111.2.2. Caractérisation microscopique

Une sélection de 13 champignons a été réalisé sur les 31 purifiés pour procéder a leur
caractérisation microscopique afin de les identifier. Un seul isolat de chaque morphotype a subi
une caractérisation microscopique. Cette derniére a été effectuée par un microscopique photonique

au grossissement x 40. Les résultats obtenus sont montrés dans les Figures 11 a 23.

A

Figure 11 : Observation macroscopique et microscopique de TB8121 Fusarium sp. (Gx40). A :

hyphe non cloisonné, B : Microconidies.
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Figure 12 : Observation macroscopique et microscopique de TB1121 Penicillium sp. (Gx40). A :

Hyphes septés, B : spores.

Figure 13 : Observation macroscopique et microscopique de TB4121 Apergillus sp. (Gx40). A :

téteaspergilaire, B : Hyphe non sépté, C : spores.

Figure 14 : Observation macroscopique et microscopiquede TB221 Penicillium sp. (Gx40). A :

pinceau pinicillaire,B :hyphe, C :spores.
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Figure 15 : Observation macroscopique et microscopique de TB241 Penicillium sp. (Gx40). A :

pinceau penicillaire, B : spores, C : Hyphe non cloisonné.

Figure 16 : Observation macroscopique et microscopique de TB1241 Aspergillus sp. (Gx40). A :

conidies, B : Métule, C : téte aspergillaire, D : Hyphe non cloisonné, E : Spores.

Figure 17 : Observation macroscopique et microscopiquede TB521 Penicillium sp. (Gx40). A :

spores, B : pinceau pénicillaire, C : hyphe.
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Figure 18 : Observation macroscopique et microscopique TC241 Aspergillus sp. (Gx40). A :
hyphe, B : téte aspergillaire.

Figure 19 : Observation macroscopique et microscopique TC242 Aspergillus sp. (Gx40). A : téte
aspergillaire, B : Spores, C : hyphe non sépté.

Figure 20 : Observation macroscopique et microscopique de TR41 Penicillium sp. (Gx40). A :

pinceau penicillaire, B : hyphe non cloisonné.
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Figure 21 : Observation macroscopique et microscopique TB5121 Penicillium sp. (Gx40). A:
spores, B: hyphe.

Figure 22 : Observation macroscopique et microscopique TB721 Aspergillus niger. (Gx40). A :
hyphe noncloisonné , B : Tete aspergillaire , C : spores.
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Figure 23 : Observation macroscopique et microscopique TB5221 Penicillium sp. (Gx40). A :

pinceau pinicillaire, B : spores, C : hyphe.

53



Chapitre 111 : Résultats et discutions

Les Caracteristiques microscopiques du genre Penicillium sont déterminer par les hyphes
et des conidiophores septés et hyalins. Les conidies et les phialides peuvent étre simples ou
ramifiées ; les conidiophores sont formés par les phialides secondaires. L'organisation des phialides

a I'extrémité des conidiophores est tres courante (De Hoog et al. 2000).

Les Caractéristiques microscopiques du genre Fusarium sont représenté par des hyphes
conidiophores, phialides, macroconidies et microconidies sont septés et hyalins. En plus de ces
éléments de base, des chlamydospores sont également produites par certaines especes. Les
phialides sont cylindriques - avec une petite collerette -, solitaires ou produites comme composants
d'un systeme ramifié complexe. La couleur de la colonie, la longueur et la forme des macroconidies,
le nombre, la forme et la disposition des fusiformes et la présence ou I'absence de chlamydospores
sont des caractéristiques clés pour la différenciation des espéces de Fusarium (De Hoog et al.
2000).

Les Caractéristiques microscopiques d’Aspergillus niger sont définies par des conidies
globuleuses a subglobuleuses. Les tétes conidiennes sont marron foncé a noire, radiées et bisériées
avec des métules deux fois plus longues que les phialides. A. niger est l'une des espéces les plus
courantes et les plus facilement identifiables du genre Aspergillus (Ellis et al., 2007)

Les résultats obtenus de la caractérisation microscopique nous dévoilent une forte
dominance du genre : Aspergillus et Penicillium. Le nombre de souche caractérisé est démontrée

dans I’histogramme de la (figure 24).

Nbre de souches

13
11

m Aspergillus sp.
m Penicillium sp.

Fusarium sp.

o

Aspergillus sp. Penicillium sp. Fusarium sp.

B o= W N

Genres fongiques

Figure 24 : Histogramme démontrant le nombre de souche par genre.

54



Chapitre 111 : Résultats et discutions

111.3 Détermination de I’activité enzymatique
La détermination de I’activité enzymatique a été assurée en réalisant des tests qualitatifs
permettant de démontrer la production d’enzymes extracellulaires a partir des souches fongiques

sélectionnées et caractériser précédemment.

111.3.1 Activité Chitinasique
Les résultats de I'activité chitinasique montrent que 11 des souches testées sois 84,62%
montrent une réponse positive dans le cas de la production de chitinase et cela se resume par la

croissance des colonies sur ce milieu (Tableau 13 et 25).

Tableau 14 : Résultats de 1’activité Chitinasique des différentes souches.

Isolats Réaction

TB1242 Aspergillus sp. +
TB221 Penicillium sp. +
TB241 Penicillium sp. -
TB4121 Aspergillus sp. +
TB5121 Penicillium sp. +
TB5221 Penicillium sp. +
TB521 Penicillium sp. +
TB721 Aspergillus niger +
TB8121 Fusarium sp. +
TB1121 Penicillium sp. +
TC241 Aspergillus sp. +
TC242 Aspergillus sp. +

TR41 Penicillium sp. -

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
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Figure 25 : Activité chitinasique des champignons rhizosphériques testés. A: Témoin, B: TB5221
Penicilliumsp., C: TB1242 Aspergillus sp., D : TB5121 Penicillium sp. E : TR41 Penicillium sp., F: TB241

Penicillium sp.

Les chitinases sont largement distribuées dans les plantes, les bactéries, les champignons,
les insectes et les vertébrés (Pérez et al., 2014). 1l s'agit du principal composant structural des parois
cellulaires des champignons et de I'exosquelette des invertébrés (Seidl, 2008). La chitine est située
a différents endroits pour différents champignons tels que les champignons filamenteux qui ont de
la chitine dans leurs couches de paroi cellulaire interne prés de la membrane plasmique selon Ruiz-
Herrera (1991), tandis que les cellules de levure en ont dans les septas et la plaie bourgeonnante
selon Bulik et al. (2003) avec une teneur plus élevée d’environ 20 % dans les champignons

filamenteux et une teneur inférieure de 0,5 a 5 % dans les cellules de levure (Hartl et al., 2012).

Karthik et al. (2014) ont regroupé certaines souches fongiques productrices de chitinase
parmi elles, nous trouvons plusieurs souches du genre Aspergillus sp. et du genre Penicillium sp.
et une seul du genre fusarium sp. qui est fusarium oxysporum et cela rentre ont parfaite corrélation
avec les résultats obtenues dans notre étude c’est-a-dire que toutes les souches du genre Aspergillus
sp. et la majorité des souches de Penicillium sp. et la seul souche de Fusarium sp. ont toute
synthétisée I’enzyme chitinase pour dégrader le substrat chitine qui remplace le glucose dans le

milieu pour pouvoir croitre.
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111.3.2 Activité phosphatasique
La totalité des champignons testés ont la capacité de solubiliser le phosphate par la
production de phosphatase, ce qui est indiqué soit par la décoloration du milieu ou par la formation

d’halo claire autour des colonies (Tableau 14 et figure 26).

Tableau 15 : Résultats de 1’activité phosphatasique des différents isolats.

Isolats Réaction

TB1242 Aspergillus sp. +
TB221 Penicillium sp. +
TB241 Penicillium sp. +
TB4121 Aspergillus sp. +
TB5121 Penicillium sp. +
TB5221 Penicillium sp. +
TB521 Penicillium sp. +
TB721 Aspergillus niger +
TB8121 Fusarium sp. +
TB1121 Penicillium sp. +
TC241 Aspergillus sp. +
TC242 Aspergillus sp. +
TRA41 Penicillium sp. +

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative

Zone claire Décoloration du milieu

Figure 26 : I’Activité phosphatasique des champignons rhizosphériques testés. A : Témoin, B : TC242 Aspergillus
sp., C : TB5121 Penicillium sp., D : TB1121 Penicillium sp., E : TC241 Aspergillus sp., F : TB8121 Fusarium sp.
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Le phosphore (P) est un élément nutritif essentiel nécessaire a la croissance et au
développement des plantes. La faible disponibilité du phosphore dans le sol est I'une des principales
contraintes pour la production agricole. Les champignons solubilisateurs de phosphate augmentent
le phosphore disponible libéré par les sols et contribuent a satisfaire les besoins en phosphore des

plantes (Islam et al., 2019)

Islam et al. (2019) ont démontré la capacité de 16 isolats fongiques a avoir une activité de
solubilisation du phosphate. Les isolats etaient de 7 Aspergillus sp., 7 Penicillium sp. et 2
Taleromyces sp. Ces auteurs ont testé la croissance et la survie des 16 souches de champignons
solubilisant le phosphate a différentes températures : toutes les souches du genre Penicillium sp.
ont une activité positive de solubiliser le phosphate entre 25 °C et 37 °C et sont négative a 42 °C
en parallele toute les souche du genre Aspergillus sp., comme Aspergillus niger ont une activité
positive de solubiliser le phosphate entre 25 °C et 42 °C. Les genres de Fusarium sp. ont aussi la
capacité de solubiliser le phosphate selon Lopez et Sword (2015) ; Jaber et Enkerl (2017). Les
résultats obtenus dans ce travail sont en corrélation avec les résultats de ces auteurs.

Nelofer et al. (2016) ont isolé du sol, une souche d’Aspergillus niger et ils ont révélé sa
grande capacité a solubiliser le phosphore en milieu PVK et cela est en parfaite corrélation avec le

méme test que nous avons réalisé sur la souche Aspergillus niger TB721.

111.3.3. Activité amylolytique
Les résultats obtenus montrent que 7 des souches testées sois 53,85% ont une activité
amylolytique représentée par un halo claire autours des colonies lors de I’inondation des boites

avec la solution du lugol (Tableau 15 et figure 27).
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Tableau 16 : Résultats de 1’ Activité amylolytique des différentes isolats.

Isolats Réaction

TB1242 Aspergillus sp. -
TB221 Penicillium sp. +
TB241 Penicillium sp. +

TB4121 Aspergillus sp. -
TB5121 Penicillium sp. -
TB5221 Penicillium sp. -
TB521 Penicillium sp. +
TB721 Aspergillus niger -
TB8121 Fusarium sp. -

TB1121 Penicillium sp. +
TC241 Aspergillus sp. +
TC242 Aspergillus sp. +
TRA41 Penicillium sp. +

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative

Zone claire

= \fx ‘\

Figure 27 : Activité amylolytique des champignons rhizosphériques testés. A : Témoin, B : TR41 Penicillium sp.,
C :TC241 Aspergillus sp. D: TR41 Penicillium sp., E: TB221 Penicillium sp., F: TB4121 Aspergillus sp.
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Selon Saranraj et Stella (2013), les amylases fongiques sont utilisées pour hydrolyser les
glucides, les protéines et autres constituants du soja, du blé en peptides, acides aminés, sucres et
autres composés de faible poids moléculaire.

Khokhar et al. (2011) ont isolé des champignons filamenteux d’une variété de source des
sols rhizosphériques. Ils ont isolé 15 champignons parmi eux Aspergillus, Penicillium et
Trichoderma. lls se sont appuyés sur une méthode de culture sur plaque qui utilise I'amidon soluble,
aprés incubation de 7 jours a une température de 28°C, Ils ont inondé les boites d’une solution
iodée et ils ont au final mesuré le diametre des zones claire autour des colonies. Ils ont constaté
que toute les souches appartement au genre Aspergillus, Penicillium, et Trichoderma ont eu la
capacité de dégrader ’amidon et de produire une zone claire et cela rentre en adéquation avec les
résultats que nous avons obtenues dans notre étude et que la plus pars des souches Aspergillus et

Penicillium ont eu une réaction positive.

111.3.4 Activité lipasique
Les résultats obtenus indiquent que 8 souches testées sois 61,54% ont eu une réponse
positive a la production d’enzyme lipasique et cela se résume par la présence d’un halo claire aux

tours des colonies (Tableau 16 et Figure 28).

Tableau 17 : Résultats de 1’ Activité lipasique des différents isolats.

Isolats Réaction

TB1242 Aspergillus sp. -
TB221 Penicillium sp. +
TB241 Penicillium sp. -
TB4121 Aspergillus sp. +
TB5121 Penicillium sp. +
TB5221 Penicillium sp. +
TB521 Penicillium sp. +
TB721 Aspergillus niger +
TB8121 Fusarium sp. -
TB1121 Penicillium sp. +
TC241 Aspergillus sp. +

TC242 Aspergillus sp. -
TRA41 Penicillium sp. -

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative.
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Halo claire

Figure 28 : Activité lipasique des champignons rhizosphériques testés. A : Témoin, B : TB1121 Penicillium sp.,
C :TB5221 Penicillium sp., D : TB721 Aspergillus niger., E : TR41 Penicillium sp., F : TC242 Aspergillus sp.

Ramos-Sanchez et al. (2015) ont démontré et mesuré ’activité lipasique de plusieurs
souches parmi elles : nous citons Aspergillus niger, A.fumigatus, Pennicillium sp, Rhizopus oryzae
etc...Ces derniers ont révélé que la souche Aspergillus niger avait la plus forte activité lipasique et
cela rentre ont corrélation avec les résultats que nous avons obtenu c’est-a-dire que le genre

Aspergillus et Penicillium ont une activité lipasique tres importante.

D’aprés les travaux de De-Oliveira et al. (2020) ont pu constater la capacité d’une souche
de Fusarium sp. a produire I’enzyme lipasique a différent pH et a différentes températures et ses
résultats ne sont pas de corrélation avec le résultat de la souche TB8121 de Fusarium sp. n’a pas

pu produire 1’enzyme lipasique.

111.3.5 Activité estérasique :

Les résultats que nous avons obtenus dévoilent la capacité de 8 des souches testé 61,54%
ont eu la capacité de synthétisé 1’enzyme estérase et cela résulte par la présence d’un halo claire
aux tours des colonies (Tableau 17 et Figure 29)
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Tableau 18 : Résultats de I’activité estérasique des différents isolats.

Isolats Réaction

TB1242 Aspergillus sp. -
TB221 Penicillium sp. +
TB241 Penicillium sp. -

TB4121 Aspergillus sp. +
TB5121 Penicillium sp. +
TB5221 Penicillium sp. +
TB521 Penicillium sp. +
TB721 Aspergillus niger +
TB8.121 Fusarium sp. -
TB1121 Penicillium sp. +
TC241 Aspergillus sp. +

TC242 Aspergillus sp. -
TRA41 Penicillium sp. -

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative

Halo claire

Figure 29 : Activité estérasique des champignons rhizosphériques testés. A : Témoin, B : TB1121 Penicillium sp. C :
TB5121 Penicillium sp., D : TB5221 Penicillium sp., E : TB241 Penicillium sp., F : TC242 Aspergillus sp.
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Hamid et al. (2021) ont démontré la capacité d’Aspergillus niger a produire I’enzyme
estérase et ils ont révélé que cette derniére avait une synthése optimale de 1’enzyme a un pH=6 et
une incubation de 3 jours et ce résultat est similaire en présence de la souche TB721 Aspergillus

niger gue nous avons testées.

Panda et Gowrishankar (2005) ont attesté que I’enzyme estérase peut étre produit par des
souches Aspergillus, Penicillium sp. et de Fusarium oxysporum et cela corrobore avec les résultats
que nous avons obtenues ¢’est-a-dire, les souches dans la plus pars font partie du genre Aspergillus
et Penicillium ont eu une réaction positive au test comparé a la souche de Fusarium sp. qui a montré

une réaction négative.

111.3.6 Activité pectique

Les résultats auguels nous sommes parvenus révélé que seulement 3 des souches testé
23.08% ont pu synthétiser 1’enzyme pectinase. Les isolats qui ont une réponse positive sont a
I’ordre de trois et appartiennent aux genre (Aspergillus TB4121, Aspergillus sp., TB721
Aspergillus niger et TC241 Aspergillus sp.) (Tableau 18 et Figure 30).

Tableau 19 : Résultats de I’activité pectique des différents isolats.

Isolats Reéaction

TB1242 Aspergillus sp. -
TB221 Penicillium sp. -
TB241 Penicillium sp. -
TB4121 Aspergillus sp. +
TB5121 Penicillium sp. -
TB5221 Penicillium sp. -
TB521 Penicillium sp. -
TB721 Aspergillus niger +
TB8121 Fusarium sp. -
TB1121 Penicillium sp. -
TC241 Aspergillus sp. +
TC242 Aspergillus sp. -
TRA41 Penicillium sp. -

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative
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Halo claire

Figure 30 : I’Activité pectique des champignons rhizosphériques testés. A : Témoin, B : TB4121 Aspergillus sp,

C : TB721 Aspergillus niger., D : TB5121 Penicillium sp., E : TB1121 Penicillium sp., F : TR41 Penicillium sp.
Sudeep et al (2020), ont isolé 55 isolats a partir de ving échantillons du sol différent et ils

sont arrivés a I’affirmation que les souches d’Aspergillus sp. était le genre responsable de la

production de I’enzyme pectinase et cela et en corrélation avec les résultats que nous avons obtenus.

111.3.7. Activité protéolytique

Les résultats que nous avons obtenus montrent qu’aucun isolat testé n’a pu avoir une activité
protéolytique et cela se résume dans I’incapacité de tous les champignons testés a produire
I’enzyme protéase et cela se résume par une absence totale d’un halo claire aux tours de toute les

colonies testés (Tableau 19 et Figure 31).
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Tableau 20 : Résultats de I’activité protéolytique des différents isolats.

Isolats Réaction

TB1242 Aspergillus sp. -
TB221 Penicillium sp. -
TB241 Penicillium sp. -
TB4121 Aspergillus sp. -
TB5121 Penicillium sp. -
TB5221 Penicillium sp. -
TB521 Penicillium sp. -
TB721 Aspergillus niger -
TB8.121 Fusarium sp. -
TB1121 Penicillium sp. -
TC241 Aspergillus sp. -
TC242 Aspergillus sp. -
TRA41 Penicillium sp. -

(+) : Activité positive ; (-) : Activité négative

Figure 31 : Activité protéolytique des champignons rhizosphériques testés. A : Témoin, B : TC241 Aspergillus sp.,
C : TB5221 Penicillium sp., D : TB5121 Penicillium sp., E : TB8121 Fusarium sp., F : TB521 Penicillium sp.)
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Les protéases, qui catalysent I'nydrolyse des liaisons peptidiques, constituent le groupe

d'enzymes le plus important du point de vue biotechnologique (Souza et al., 2017).

Chandrasekaran et al. (2015) ont déemontré la capacité de plusieurs souches issue du sol et
prévenant du genre Aspergillus comme Aspergillus niger et Aspergillus flavus a produire 1’enzyme
protéase et cela ne corrobore pas avec les résultats que nous avons obtenus et que la souche TB721

Aspergillus niger a eu une réponse négative a 1’activité protéolytique.

Maitig et al. (2018) ont révélé la capacité de Fusarium sp. isolé du sol a produire en bonne
quantité I’enzyme protéase, ce résultat n’est pas en corrélation avec la souche de Fusarium sp. que

nous avons testé.

Jenitta et al. (2014) ont montré la capacité de trois différentes souches de Penicillium sp.
d’avoir une activité protéolytique. Les résultats que nous avons obtenus ne sont pas similaire a ces
dernier car toute les touches de Penicillium sp. ont eu une réaction négative a la production de

I’enzyme protéase.

I11.4. Comparaison de I’aptitude enzymatique des souches
Nous avons pris une souche représentative de chaque genre ayant la meilleure aptitude

enzymatique et nous les avons comparés.

Les résultats obtenus montrent que la souche Aspergillus niger (TB721) a eu la meilleure
capacité métabolique a synthétiser des enzymes en ayant le plus de réponse positive au différent
milieu parmi les souches d’Aspergillus testées. La souche Penicillium sp. (TB1121) a eu la forte
capacité métabolique a produire des enzymes parmi les souches de Penicillium testées. La seule
souche de Fusarium sp. TB8121 a eu la plus faible aptitude enzymatique comparé aux souches

issues des autres genres (Figure 32).
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Figure 32 : Aptitude enzymatique des meilleures souches selon les genres testés.

67



Conclusion

Conclusion
Les champignons sécrétent une gamme d'enzymes qui trouvent de multiples applications

biotechnologiques. En raison de leur abondance dans les différents milieux terrestres et aquatiques
et ils ont la capacité a utiliser des substrats moins couteux, de leur facilité de manipulation et de
leur remarquable stabilité car ils ont naturellement évolué pour travailler dans un environnement

extracellulaire hostile.

Les champignons dans le sol remplissent un réle extrémement important et crucial pour le
bon fonctionnement de I'écosysteme du sol. En recyclant les nutriments, en stabilisant la croissance

et le développement des plantes, et en maintenant la durabilité environnementale.

La présente étude a permis de mettre en évidence la richesse de la rhizosphere du sol de

palmier dattier Algérien en flore fongique, En isolant une grande quantité d’isolat fongique.

La caractérisation macroscopique de cette flore fongique a permis de classer 31 isolats en 11
groupes de morphotype different et la caractérisation microscopique de ces isolats de chaque
groupe a révélé une dominance du genre Aspergillus et Penicillium qui sont les plus exploiter en
biotechnologie par leur multiple application dans différent secteur industrielle, agriculture et

médecine.

La détermination de I’activité enzymatique des isolats caractérisée a dévoilé une forte
aptitude des champignons de la rhizosphérique du sol de palmier dattier a synthétisée des enzymes
extracellulaires a intéréts biotechnologiques. La détermination de de 1’activité phosphatasique a
démontré que toutes les souches testées ont 1’aptitude de solubiliser le phosphore, par ailleurs la
détermination de I’activité protéolytique a démontré I’incapacité de toute la souche testée a
synthétisé I’enzymes protéases. Les tests qualitatifs ont démontré la capacité de TB721 Aspergillus

niger et de TB1121 Penicillium sp. & produire une diversité d’enzymes différents.

En conclusion, la rhizosphere du sol de palmier dattier Algérien est trés abondante en flore
fongique ayant une multitude application biotechnologique en produisant une large gamme
d’enzymes et cela est dd aux conditions difficiles de la région désertique, ces derniers se sont
adapteés pour proliféerer et exploiter meurs capacités. Les résultats obtenus se sont déroulés en

condition de laboratoire et pourront faire I’objet de plusieurs perspectives :

e Une identification moléculaire des souches fongiques est suggérée.
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Conclusion

La valorisation de la région désertique Algérienne car elle est propice a la
prolifération de nombreux champignons pouvant résister aux plus dures conditions
industrielles.

La quantification de la quantité enzymatique synthétise par les meilleures souches
étudiées.

La recherche des conditions optimales (Température, source de carbone, pH etc.,)

des souches testées.
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ANnnexes
Annexe A :

Composition des milieux de culture utilisés pour un litre de milieu :

1/ Milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) : (Jonsthon et Booth, 1983)

e Pomme de terre 200 ¢

e Glucose 209

e Agar 15¢

e Eaudistillée 10000 ml

e pH®6 autoclavage 20 min a 120°C

2/ Milieu de culture PDB (Potato Dextrose Broth) : (Jonsthon et Booth, 1983)

e Pomme de terre 200 g

e Glucose 209

e Eau distillée 10000 ml

e pH6 autoclavage 20 min a 120°C

3/ Milieu de production de chitinase :

e Pomme de terre 200 g

e Chitine 209

e Agar 159

e FEau distillé 1000 mi

e pHG6 autoclavage 30 min a 100°C
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Annexe B :
Milieu de culture PVK : (Pikovskaya, 1948) :

e (NH2)2S04 059

e Extrait de levure 059

e Phosphate bicalcique 59

e KCL 0,29

e MgSO47H.0 0,19

e Glucose 10¢g

e Agar 179

e MnsSO4 trace

e FeSO4 trace

e Bleu bromophénol 2 mi

e FEaudistillee 1000 ml

e pH6.7 autoclavage 30 min a 100°C
Annexe C :
Milieu de culture M9 Agar : (Miller, 1974)

e NaHPO4 69

o KH2PO4 39

e NaCl 0,590

e NH4CI 19

e Eau doublement distillée 1000 ml

e Agar 209

e pH6.8 autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production de pectinase : (Cattelan et al., 1999)

e Milieu minimum M9 agar + 10 g de pectine +1,2 d’extrait de levure additionné de 2 ml

bleu bromophénol

Milieu de culture Pepton agar medium : (Maria et al., 2005)

e Peptone 109

e NaCl 59

e CaCl; 2H,0 0,19

e Agar 169

e Eau distillée 1000 ml

e pHG autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production d’amylase :

e Milieu minimum de Pepton Agar medium + 2 % d’amidon soluble
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Annexe D :
Milieu de production de protéase :

e Milieu minimum de Pepton Agar medium + 0,4 % de gélatine additionné de 2 ml de bleu
de bromophénol
Milieu de culture GYP : (Maria et al., 2005)

e Glucose 1g

e Extrait de levure 0,19

e Peptone 0,59

e Agar 16 g

e Eau distillée 1000 ml

e pH6 autoclavage 30 min a 100°C

Milieu de production de Lipase :
e Milieu minimum de GYP+ 10g de Tween 20 additionné de 2ml bleu bromophénol.
Milieu de production d’Estérase :

e Milieu minimum de GYP+ 10g de Tween 80 additionné de 2ml bleu bromophénol.



